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Seznam použitých zkratek 
AH   adenomyomatózní hyperplázie  
BBM  Banka biologického materiálu  
bp  pár bazí (base pair) 
FFPE  materiál fixovaný ve formolu a zalitý do parafinu (formalin-fixed paraffin- 
embedded) 
FT   čerstvě zmražená tkáň (fresh-frozen tissue) 
ccRCC světlobuněčný renální karcinom (clear cell renal cell carcinoma)  
CLC   klinicky lokalizovaný karcinom prostaty (clinically localized carcinoma) 
COSMIC Catalogue of Somatic Mutations in Cancer 
CRC   karcinom prostaty rezistentní ke kastraci (castration-resistant carcinoma) 
dbSNP  Single Nucleotide Polymorphism Database 
DFS   doba přežití bez nemoci (disease-free survival) 
EMT   epitelo-mezenchymální tranzice 
GS   Gleasonovo skóre  
GWAS  celogenomové asociační studie (genome-wide association studies) 
HG  high grade  
HGSC  high grade serózní karcinom (high grade serous carcinoma) 
HNF1B hepatocytární jaderný faktor 1 beta (hepatocyte nuclear factor 1 beta) 
HNF1B  gen pro hepatocytární jaderný faktor 1 beta  
HRM   High Resolution Melting  
chRCC  chromofobní renální karcinom (chromophobe renal cell carcinoma) 
IHC  imunohistochemie, imunohistochemický/á 
LFS   doba přežití bez lokální recidivy (local recurrence-free survival) 




MA   metanefrický adenom (metanephric adenoma) 
MODY diabetes dospělého typu objevující se u mladých lidí (maturity-onset diabetes  
of the young) 
MFS   doba přežití bez vzdálených metastáz (metastasis-free survival) 
MSI   mikrosatelitová instabilita  
MTSCC mucinózní tubulární a vřetenobuněčný karcinom 
NCBI  National Center for Biotechnology information  
NGS  sekvenování nové generace (next generation sequencing) 
OCCC  světlobuněčný karcinom ovária (ovarian clear cell carcinoma) 
OS   celkové přežití (overall survival) 
papRCC  papilární renální karcinom (papillary renal cell carcinoma) 
PC   karcinom prostaty (prostate carcinoma) 
PCR  polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 
PFS   přežití bez progrese nemoci (progression-free survival) 
PSA   prostatický specifický antigen (prostate specific antigen) 
RCAD  syndrom renálních cyst a diabetu (renal cysts and diabetes syndrome) 
RO  renální onkocytom (renal oncocytoma) 
SNP  jednonukleotidový polymorfismus (single nucleotide polymorphism) 
SOC3  supresor cytokinové signalizace 3 (supressor of cytokine signaling 3) 
TCF2  transkripční faktor 2 (transcription factor 2) 
TCGA  The Cancer Genome Atlas 
TMA   tkáňový mikročip (tissue microarray) 
TSS   místo začátku transkripce (transcription start site) 
TURP   transuretrální resekce prostaty  
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Hepatocytární jaderný faktor 1 beta (HNF1B), také známý pod označením transkripční 
faktor-2 (TCF2), je transkripční faktor, který hraje klíčovou roli během ontogenetického vývoje, 
kdy se podílí na regulaci diferenciace viscerálního endodermu z primitivního endodermu 
(Cereghini 1996; Barbacci et al. 2004). HNF1B patří do genové superrodiny kódující 
transkripční faktory obsahující homeodoménu a kóduje transkripční faktor Pit-1/Oct-1/Unc-86 
(POU), který je zásadní pro regulaci signálních drah účastnících se řízení endodermálního 
vývoje (Alvelos et al. 2015). Ačkoliv byl tento faktor popsán poprvé v hepatocytech (což vedlo 
k pojmenování celé této rodiny), jeho nejvýznamnější působení spočívá ve vývoji a diferenciaci 
zejména ledvin, pankreatu a biliárního traktu. U dospělých jedinců je proto exprese HNF1B 
pozorována především v epiteliálních tkáních vytvářejících tubulární formace, jako jsou 
například právě kanálky ledvin či pankreatické vývody (Yu et al. 2015a). Podle komplexních 
RNA-Seq dat (GTEx Portal; (Carithers et al. 2015) je ale HNF1B exprimován také v dalších 
tkáních jako jsou tenké a tlusté střevo, žaludek, játra, plíce, prostata a varlata (Obr.1). Kromě 
buněčné diferenciace se HNF1B účastní také regulace exprese řady genů podílejících se na 
modulaci buněčného cyklu, citlivosti k apoptóze, odpovědi na oxidační stres a na řízení 
glukózového metabolismu (Pontoglio 2000; Tsuchiya et al. 2003; Suzuki et al. 2015).   
Gen HNF1B je lokalizován na dlouhém raménku chromosomu 17 (17q12) a skládá se 
z 9 exonů, jež pokrývají přibližně 60 kb (MIM#189907). HNF1B je součástí jedné ze čtyř 
hlavních rodin hepatocytárních jaderných faktorů, které se skládají z rodiny HNF1 (HNF1α a 
HNF1β), HNF3 (neboli FOXA, skládající se z FOXA1, FOXA2 a FOXA3), HNF4 (HNF4α a 





Obr. 1. Příklady imunohistochemické exprese HNF1B u nenádorových adultních tkání. A) 
Difúzní silná jaderná pozitivita HNF1B v epiteliích vystýlajících krypty tlustého střeva (200x). 
B) Parenchym kůry ledviny, kde je patrná silná pozitivita barvení HNF1B v epiteliích 
proximálních tubulů (bílá šipka), zatímco struktury glomerulů jsou negativní (černá hvězdička) 
(100x). C) Parenchym pankreatu s pozitivitou epiteliálních buněk exokrinních acinů a epitelií 
vystýlajících intrapankreatické vývody (bílé šipky). Struktury Langerhansových ostrůvků jsou 







HNF1B je transkripční faktor jež obsahuje celkem tři funkční domény: DNA-vázající 
doménu (tvořenou POU-homeodoménou a POU-specifickou doménou), transaktivační doménu 
a dimerizační doménu (El-Khairi & Vallier 2016). DNA-vázající doména HNF1B se specificky 
váže k palindromické konsenzuální sekvenci GTTAATNATTANC, zatímco dimerizační 
doména (umístěná na N-terminálním konci) umožňuje HNF1A i HNF1B vytvářet ve vazebném 
místě homo- či heterodimery (De Simone & Cortese 1991).  
Vzhledem k tomu, že exprese HNF1B souvisí zejména s embryonálním vývojem ledvin, 
pankreatu, biliárního traktu, jater a reprodukčního systému, mutace v tomto genu jsou 
spojované s celou řadou vrozených vývojových onemocnění těchto orgánů. Heterozygotní 
germinální mutace vedou k vývoji komplexních malformací urogenitálního traktu a pankreatu, 
které jsou souhrnně označovány jako syndrom renálních cyst a diabetu (renal cysts and diabetes 
syndrome, RCAD) (Adalat et al. 2009). Genové mutace mohou také postihnout reprodukční 
systém, s klinickými projevy ve formě abnormalit vývoje genitálu u žen a azoospermie u mužů 
(Anik et al. 2015). HNF1B také patří mezi geny spojované s vývojem jednoho z monogenních 
typů diabetu mellitu – MODY diabetu (maturity-onset diabetes of the young), konkrétně jeho 
podtypu MODY 5. Tento typ diabetu je fenotypicky charakterizovaný insulinovou rezistencí a 
dysfunkcí beta buněk endokrinních pankreatických ostrůvků (Anik et al. 2015).  
V posledních letech se také objevuje narůstající počet důkazů o tom, že by HNF1B mohl 
být součástí patogeneze některých solidních nádorů. HNF1B je diskutován zejména 
v souvislosti se vznikem a progresí světlobuněčných karcinomů ovária a ledvin, ale jeho 
působení je zmiňováno i v souvislosti s nádory jater, gastrointestinálního traktu, pankreatu a 
prostaty. Navzdory narůstajícímu zájmu o tento aspekt jeho působení a počtu studií, které se 
touto problematikou zabývají, jsou informace o možných somatických mutacích genu HNF1B 
přítomných v jednotlivých typech nádorů stále vzácné. Oblastí, které je v literatuře věnován 




polymorphisms, SNP) v nekódujících intronických sekvencích tohoto genu. Pro HNF1B tak již 
bylo popsáno několik SNPs, které jsou spojovány se zvýšeným rizikem vývoje karcinomu 
ledvin (Rebouissou et al. 2005) a karcinomu endometria (Setiawan et al. 2012; Painter et al. 
2015). Dále byly identifikovány také některé rasově specifické HNF1B varianty asociované 
s rizikem vzniku karcinomu prostaty (Berndt et al. 2011; Hindorff et al. 2011). Objevují se také 
data o roli HNF1B ve vývoji karcinomu pankreatu (Janky et al. 2016), zatímco pro jiné maligní 
nádory, jako je například karcinom tlustého střeva, tento vztah zatím nebyl potvrzen (Elliott et 
al. 2010). U některých nádorů je také vyzdvihován vliv epigenetických alterací genu HNF1B, 
a to zejména epigenetické inaktivace tohoto genu. Hypermetylace promotoru HNF1B 
popisovaná autory Silva et al. byla dokonce navržena jako možný neinvazivní epigenetický 
marker onemocnění kolorektálním karcinomem (Silva et al. 2013). 
Přesný mechanismus, jakým se HNF1B účastní procesu karcinogeneze, nebyl ještě 
objasněn a je pravděpodobné, že se liší v závislosti na konkrétním nádorovém onemocnění. 
Velmi zajímavé jsou dosavadní poznatky, které naznačují, že v závislosti na typu tkáně a nádoru 
by HNF1B mohl působit buď jako tumorsupresorový gen nebo jako protoonkogen. Jak přesně 
je ale konkrétní vliv uplatňován nicméně ještě nebylo objasněno a existují studie, které označují 
HNF1B jako pro-diferenciační faktor se silnou tumorsupresorovou aktivitou ve zdravých 
tkáních (Ross-Adams et al. 2016), zatímco jiné studie jej naopak označují jako onkogen ve 
tkáních, které prošly maligní transformací. U těchto tkání má mít HNF1B naopak schopnost 
indukovat rakovinný fenotyp a aktivovat vznik invazivního onemocnění prostřednictvím 
aktivace epitelo-mezenchymální tranzice (EMT) (Matsui et al. 2016).   
V souvislosti s těmito poznatky byly publikovány práce, které udávají, že exprese 
proteinu HNF1B je alterována u několika typů nádorových onemocnění a v závislosti na tom, 




těchto prací jsou nicméně často rozporuplné a konfliktní výsledky jsou často popisovány i pro 
stejné typy nádorových onemocnění v závislosti na autorech provedených studií.  
 
1.1. HNF1B sestřihové varianty  
Aktuálně dostupná literární data neposkytují zcela jasné informace o celkovém počtu a 
charakteristice jednotlivých izoform genu HNF1B. Data publikovaná v databázích NCBI a 
Ensemble uvádí, že HNF1B má celkem tři plně charakterizované izoformy: divokou (wild type) 
variantu 1 a další dvě alternativní sestřihové varianty; variantu 2 a 3. Wild type transkripční 
varianta 1 (GenBank NM_000458) je dlouhá 2815 pb a dává vznik proteinové izoformě 1 o 557 
aminokyselinách (UniProtKB P35680). Alternativní sestřihová varianta 2 (GenBank 
NM_001165923) je dlouhá 2746 bp a kóduje protein o 531 aminokyselinách s kratším exonem 
3, který v porovnání s variantou 1 neobsahuje aminokyseliny 183-208. Alternativní sestřihová 
varianta 3 má nejkratší délku se 2432 bp (GenBank NM_001304286) a kóduje protein o 457 
aminokyselinách, který má oproti variantě 1 také zkrácený exon 3 s chybějícími 
aminokyselinami 420-551 na C-terminálním konci řetězce, což vede k přeskočení exonů 7 a 8. 
Databáze Ensemble obsahuje také zmínky o dalších HNF1B proteinových izoformách, nicméně 
bez udání bližších informací o jejich referenční mRNA sekvenci či dalších vlastnostech. Přesná 
charakteristika existujících izoforem proteinu HNF1B v různých lézích není v literatuře 
popsaná, a výsledky dostupných publikovaných studií i data publikovaná v molekulárně 
genetických databázích neposkytují jednoznačné informace. Literární popis HNF1B 
proteinových izoforem je vysoce inkonzistentní a mnohdy rozporuplný, což zčásti souvisí i 
s nejednoznačným pojmenováním jednotlivých izoforem, které se v různých pracích označují 
buď čísly 1, 2 a 3 nebo písmeny A, B a C. Dále se navíc ukazuje, že izoformy popsané ve starší 
publikované literatuře neodpovídají přesně izoformám, které jsou v současné době uváděné 




masivnímu paralelnímu sekvenování genomů a transkriptomů (a tudíž pravděpodobně i 
založená na přesnějších údajích). Komplexní přehledové schéma současných znalostí o HNF1B 
izoformách a jejich doménách je zpracováno v Obr. 2. (Bartu et al. 2018)  
 
Obr. 2 (převzato z Bártů et al., 2018). Schematický diagram HNF1B transkriptů (dle dat 
z RefSeq databáze). Modré a bílé obdélníky znázorňují kódující oblasti referenčních exonů, 
počet aminokyselin (AA) je uvedený pod korespondujícími exony. Žluté obdélníky představují 
alternativní exony. Oblasti, které jsou zvýrazněné žlutě, hnědě, černě, zeleně a šedě představují 
funkční domény napříč HNF1B transkripty. Délky exonů jsou zobrazeny proporcionálně dle 
jejich skutečné délky. Transkript 2 postrádá 26 AA (78 bp) na 5´konci exonu 3. Transkript 3 
postrádá celý exon 7 a 8 a obsahuje alternativní stop kodon v exonu 9 (umístěný 110 bp za 
původním stop kodonem). Zkratky: UTR – nepřekládaná oblast, NLS – jaderný lokalizační 
signál, POUS – POU-specifická doména, POUH – POU homeodoména    
 
 
Přesná charakteristika těchto variant, a dokonce i jejich počet je nicméně v současné 
době zpochybňovaná, přičemž jejich přítomnost v různých lézích nebyla podle našeho 
nejlepšího vědomí do této doby předmětem žádného výzkumu. Samotná charakteristika a 
publikované informace o výše popsaných třech izoformách také nejsou konzistentní a mezi 
literárně popsanými sekvencemi a jejich názvy existují výrazné rozdíly.  
Jak již bylo zmíněno výše, exprese HNF1B proteinu je alterovaná u několika různých 
typů solidních nádorů a v závislosti na typu nádoru jsou popisovány jak up, tak downregulace 




jedna studie, jejíž autoři poukazují na rozdíl v expresi jednotlivých izoforem mezi zdravou 
prostatickou tkání a karcinomem prostaty (Harries et al. 2010). Na celkem 39 vzorcích benigní 
prostatické hyperplázie a 21 vzorcích adenokarcinomu prostaty tito autoři popsali změny 
v expresi B a C izoformy HNF1B, nicméně dopad jejich výsledků je sporný, vzhledem k tomu, 
že od doby publikace této práce bylo prokázáno, že varianta C (RefSeq NM_006481) neexistuje 
a její záznam byl permanentně odstraněn z NCBI databáze. Souhrnná data o mRNA expresi 
jednotlivých HNF1B transkriptů jsou tedy prozatím stále postrádána.   
 
1.2. Germinální a somatické mutace HNF1B   
Bezchybná funkce HNF1B je nezbytná pro aktivaci segment-specifického genového 
programu, který je klíčový pro správný vývoj a funkci nefronů (Banyai et al. 2018). Během 
ontogenetického vývoje ledvin HNF1B zajišťuje náležitou interakci mezi ureterálním pupenem 
a metanefrickým mezenchymem, která je nutná pro správné větvení ureterálního pupenu a 
epitelo-mezenchymální tranzici (Bockenhauer & Jaureguiberry 2016; Ferre & Igarashi 2019). 
Heterozygotní germinální mutace genu HNF1B jsou nejčastější monogenní příčinou 
vývojových onemocnění ledvin a jako takové jsou spojovány s celou škálou renálních 
malformací, které u postižených jedinců vedou k chronické poruše renálních funkcí, a nakonec 
k chronickému renálnímu selhání (Clissold et al. 2015; Clissold et al. 2018; Okorn et al. 2019; 
Omura et al. 2019). Pro toto postižení renálních funkcí byl v klinické praxi recentně zavedený 
nový termín – autosomálně dominantní tubulointersticiální onemocnění ledvin (ADTKD-
HNF1B) (Kompatscher et al. 2018). HNF1B mutace jsou také spojovány s poruchami ve funkci 
jater a ledvin, atrofií pankreatu, malformacemi genitálií a komplexními syndromy jako je 
RCAD, MODY5 či neonatální diabetes (Bellanne-Chantelot et al. 2004; Edghill et al. 2006; 
Lokmane et al. 2008; Adalat et al. 2009). Fenotypické projevy germinálních mutací HNF1B 




nejen v nefronogenezi a tubulogenezi, ale i v dalším udržování renálních tubulárních funkcí 
(Adalat et al. 2009). Mezi vzácnější poruchy patří například i mutace HNF1B, která je 
spojována s hypoplastickým glomerulocystickým onemocněním ledvin projevujícím se 
neonatální renální dysfunkcí (Alvelos et al. 2015).  
Spektrum germinálních mutací HNF1B genu zahrnuje především substituce bází a malé 
inzerce-delece či celogenové delece, u kterých se uplatňuje autosomálně dominantní typ 
dědičnosti (nicméně až 50 % z těchto alterací vzniká de novo) (Clissold et al. 2015; Stiles et al. 
2018; Madariaga et al. 2019). Jeden z navržených mechanismů, jakým HNF1B reguluje renální 
tubulogenezi, je kontrola exprese supresoru cytokinové signalizace 3 (SOC3) a recentní studie 
provedené na myších modelech naznačují, že HNF1B by mohl mít dvě odlišné základní funkce: 
jako klasický transkripční aktivátor, anebo jako takzvaný „bookmarking“ faktor, jehož funkcí 
je označení cílových genů pro rapidní transkripční reaktivaci po proběhnutí mitotického cyklu 
(Ke-Sheng Wang 2014).  
Mezi další popsané fenotypické projevy HNF1B-asociovaných onemocnění patří také 
autismus, dna, epilepsie a primární hyperparathyroidismus, nicméně přesná charakteristika 
těchto onemocnění spojených s germinálními mutacemi HNF1B je mimo záběr této práce.  
Zatímco v odborné literatuře bylo do současnosti popsáno více než 100 jednotlivých 
germinálních mutací, které se nejčastěji manifestují ve formě vzácných vývojových 
onemocnění ledvin (Heidet et al. 2010; Alvelos et al. 2015; Dubois-Laforgue et al. 2017), 
problematika somatických mutací a jejich asociace se vznikem nádorových onemocnění je 
mnohem méně prozkoumaná. Jediné dostupné poznatky v této oblasti reprezentuje několik 
publikovaných kazuistik popisujících případy chromofobního renálního karcinomu spojeného 
s kombinovanou monoalelickou germinální a somatickou mutací v genu HNF1B (Lebrun et al. 
2005; Rebouissou et al. 2005; Clissold et al. 2015; Bockenhauer & Jaureguiberry 2016; 




S výjimkou těchto několika vzácných případů zatím v literatuře prakticky neexistují 
žádná data, která by se zabývala somatickými variantami v kódující sekvenci genu HNF1B u 
různých typů solidních nádorů (včetně karcinomu prostaty, ledvin a tlustého střeva). Naprostá 
většina publikovaných studií v této oblasti se zaměřuje na analýzu intronických sekvencí a 
potenciálně významné SNPs. Přehled jednotlivých SNPs, které mají na základě literární rešerše 
dostupné literatury největší potenciální význam z hlediska jejich vlivu na vývoj solidních 
nádorů, je shrnutý v Tab. 1, společně s jejich umístěním v HNF1B genu.  
Alterace detekované ve vzorcích nádorové tkáně jsou zaznamenávané v databázi 
Cosmic, společně s variantami popsanými v rámci velkých, systematických studií 
publikovaných v recenzovaných odborných časopisech. Výsledkem je několik popsaných 
alterací genu HNF1B u různých typů nádorů, které zahrnují mutace, variabilitu počtu kopií a 
metylaci promotoru. Nicméně informace o somatickém či germinálním původu těchto změn 
často zcela chybí a pouze několik z těchto alterací má potvrzený somatický původ (Forbes et 
al. 2015). V naší předchozí práci jsme provedli screening genetických variant v celých 
kódujících sekvencích HNF1B, který odhalil celkem čtyři mutace ve 30 vyšetřovaných 
endometroidních karcinomech endometria a jednu missense variantu mezi 12 vyšetřovanými 
světlobuněčnými karcinomy ovária (ovarian clear cell carcinoma, OCCC) (Nemejcova et al. 
2015). S výjimkou této práce nebyly zatím publikovány žádné studie, které by se genetickými 









Tabulka 1. Přehled nejčastěji popisovaných SNP u různých typů nádorů, s uvedením jejich 
lokalizace v genu HNF1B a studované kohorty nádorů, kde vliv SNP na karcinogenezi dosáhl 








kohorta Reference  
rs4430796 intron 2  g.36098040G>A 
karcinom 
endometria  
Setiawan et al., 2012; Spurdle et al., 
2011; Mandato et al., 2015  
      
světlobuněčný 
karcinom ovária  
Shigetomi et al., 2014 
      karcinom prostaty  
Berndt et al., 2011; Elliott et al., 2010; 
Chornokur et al., 2013; Kim et al., 
2011; Thomas et al., 2008; Zhao et al., 
2015; Grisanzio et al., 2012; Hu et al., 
2013; Sun et al., 2008; Harries et al., 
2010 
rs757210 intron 2  g.36096515T>C/G karcinom ovária  Ross-Adams et al., 2016 
rs7501939 intron 1  g.36101156T>C karcinom prostaty 
Elliott et al., 2010; Chornokur et al., 
2013; Kim et al., 2011 
rs11649743 intron 4 g.36074979G>A karcinom prostaty Harries et al., 2010; Sun et al., 2008; 
rs7405696 intron 1  g.36102035G>C karcinom prostaty Berndt et al., 2011; Kim et al., 2011 
rs4794758 intron 4 g.36080428C>T karcinom prostaty Berndt et al., 2011 
rs1016990 intron 4 g.36088915G>C karcinom prostaty Berndt et al., 2011 
rs3094509 intron 6  g.36062299A>G karcinom prostaty Berndt et al., 2011 
rs11868513 intron 8 g.36052692G>A karcinom prostaty Kim et al., 2011 
rs2074429 intron 6  g.36061297C>T karcinom prostaty   Kim et al., 2011 
 
 
1.3. Role HNF1B v tumorigenezi solidních nádorů  
Na základě rešerše dostupných literárních poznatků je zřejmé, že genetické a 
epigenetické změny HNF1B hrají v tumorigenezi solidních nádorů velmi pleiotropní roli, která 
se liší v závislosti na histogenezi daného nádoru. Jedním ze základních popsaných mechanismů, 
prostřednictvím kterých se HNF1B účastí na procesu karcinogeneze, je jeho funkce v regulaci 
buněčného cyklu prostřednictvím interakce s proteiny kontrolních bodů buněčného cyklu RB1 
a p27, společně s jeho vlivem na regulaci glukózového metabolismu, buněčné migrace, adheze 
a proliferace, a v neposlední řadě také již výše zmíněné epitelo-mezenchymální tranzice 




regulační gen, který svou funkci plní prostřednictvím udržování aktivní transkripce i navzdory 
efektu vyvolaného mitotickou kondenzací chromatinu (Sun et al. 2008). 
Jak již zde bylo uvedeno, HNF1B je v literatuře spojován u různých solidních nádorů 
jak s protoonkogenním, tak s tumorsupresorovým efektem. U hepatocelulárního karcinomu 
(Shim et al. 2013; Yu et al. 2015b), karcinomu prostaty (Noto et al. 2010), karcinomu ze 
žloutkového váčku (Rougemont & Tille 2018), maligního gliomu (Zheng et al. 2017) a 
světlobuněčného karcinomu ovária (Li et al. 2014) byla v několika studiích pozitivní exprese 
HNF1B asociována s horší prognózou onemocnění a HNF1B je tak u těchto onemocnění 
přisuzována role protoonkogenu. Naopak, v případě duktálního adenokarcinomu pankreatu 
(Janky et al. 2016), Wilmsova tumoru ledvin a chromofobního renálního karcinomu (Lebrun et 
al. 2005; Liu et al. 2019) výsledky poukazují spíše na tumorsupresorový efekt HNF1B.  
Zatímco popisovaný význam HNF1B se u různých nádorů tedy často liší, jedním 
z konzistentních nálezů je asociace pozitivní exprese HNF1B se světlobuněčným fenotypem 
(světlobuněčný karcinom ovária, světlobuněčný renální karcinom), vzhledem k tomu, že více 
než 90 % těchto nádorů vykazuje na proteinové úrovni převážně silnou expresi HNF1B (Kobel 
et al. 2009).  
Dosavadní poznatky zatím neumožňují přesně určit a popsat mechanismy, 
prostřednictvím kterých HNF1B uplatňuje svůj vliv na vývoji a progresi solidních nádorů. 
Kromě diskutované schopnosti potlačovat či aktivovat epitelo-mezenchymální tranzici a tím i 
vznik invazivních nádorových fenotypů (v některých případech podpořených ko-expresí 
ERBB2) (Matsui et al. 2016) je některými autory také navrhovaná možná asociace HNF1B 
s kmenovými / progenitorovými buňkami. Několik publikovaných studií předkládá hypotézu, 
že by se HNF1B mohl podílet na regulaci exprese genů asociovaných s těmito buňkami – 
HNF1B byl například spojovaný s aktivací genu CD24 (jež byl recentně identifikovaný jako 




progenitory) a genu CD44 (asociovaného s rakovinnými kmenovými buňkami u různých typů 
nádorů) (Yu et al. 2015a).  
 
1.4. Imunohistochemická exprese HNF1B u vybraných solidních nádorů  
1.4.1. Exprese v karcinomech tlustého střeva   
Na základě dat dostupných v literatuře dosud nebyla imunohistochemická exprese 
HNF1B u karcinomů tlustého střeva popsána, takže charakteristika expresního profilu těchto 
lézí s ohledem na HNF1B stále chybí. HNF1B se má přitom zásadním způsobem podílet na 
terminální diferenciaci a determinaci intestinálních epitelií, kde bylo popsáno, že se společně 
s HNF1A podílí na přímé regulaci exprese Jag1 a Atoh1, které jsou v regulačních kaskádách 
nadřazené Notch signální cestě (D'Angelo et al. 2010). Možný význam využití IHC exprese 
HNF1B, zejména s ohledem na možnou prognostickou stratifikaci pacientů, tak zatím není 
jasný. Stejně tak dosud nebylo popsáno, jakým způsobem by se HNF1B mohl podílet na 
patogenezi kolorektálního karcinomu, ačkoliv jeho význam z hlediska embryonálního vývoje 
v této oblasti je nesporný.  
 
1.4.2. Exprese v karcinomech ovária  
Vzhledem k popisované asociaci exprese HNF1B se světlobuněčným fenotypem nádorů 
byla jeho exprese u karcinomů ovária již studována v řadě prací, které se soustředily především 
na charakteristiku exprese u světlobuněčného karcinomu. Silně intenzivní exprese je udávána 
zejména u OCCC, a to do té míry, že HNF1B byl již v roce 2003 označený za první relativně 
specifický diagnostický imunohistochemický (IHC) marker OCCC (Tsuchiya et al. 2003). 
Asociace HNF1B se světlobuněčným fenotypem byla v literatuře také spojována s možnou 
derivací ze sekrečního endometria (Cuff et al. 2013). Dalším zajímavým poznatkem této studie 
byla identifikace statisticky významné asociace mezi IHC expresí HNF1B a zvýšeným rizikem 




zvýšené 3násobně, v případě kombinované skupiny gynekologických a renálních karcinomů 
2.3násobně). Tyto výsledky naznačují, že by HNF1B mohl asociovaný nejen s akumulací 
glykogenu, ale i s trombózou.  
Exprese HNF1B byla ale také popsána i u určitého procenta endometroidních karcinomů 
[5/21 (23.8 %)] a mucinózních karcinomů [6/10 (60 %)] (Huang et al. 2016). Jiní autoři popisují 
expresi HNF1B u většiny typů borderline tumorů ovária (Kato et al. 2006). Exprese u ostatních 
typů nádorů je ovšem popisovaná jen jako fokální a slabě (či nejvýše středně) intenzivní, 
zatímco pro OCCC je typická silná difúzní exprese.  
 
1.4.3. Exprese v nádorech ledvin  
HNF1B se zásadním způsobem podílí na správném vývoji renálního tubulárního 
systému a charakteristika jeho exprese u různých typů nádorů tak má velký význam. 
Imunohistochemickou analýzou na jedné z nejširších skupin nádorů ledvin se zabývali Szponar 
et al., kteří hodnotili expresi HNF1B u světlobuněčného renálního karcinomu (ccRCC), 
chromofobního renálního karcinomu (chRCC), papilárního renálního karcinomu (papRCC), 
onkocytomu (RO), Wilmsova tumoru, metanefrického adenomu (MA), mucinózního 
tubulárního a vřetenobuněčného karcinomu (MTSCC) a jejich prekurzorových lézí (Szponar et 
al. 2011). Výsledky IHC analýzy prokázaly silnou difúzní jadernou expresi u 38/67 (56 %) 
papRCC, 5/5 (100 %) MA a 5/5 (100 %) MTSCC. Silná jaderná pozitivita byla také pozorovaná 
u prekurzorových lézí (nefrogenních hnízd) asociovaných s papRCC a MTSCC, což naznačuje, 
že overexprese HNF1B v těchto lézích by mohla vést k opožděné tubulární diferenciaci. Tato 
snížená úroveň diferenciace buněk by tak mohla představovat jeden z hlavních faktorů vývoje 
prekurzorových lézí, které přetrvávají v renálním parenchymu během adultního života a vedou 
ke vzniku papRCC, MA a MTSCC. Wilmsův tumor byl zcela negativní ve stromálních a 




pozitivní. Naopak nízká exprese HNF1B byla pozorována u RO (které vykazovaly jen 
izolovanou pozitivitu v 1/18 případů), chRCC (které byly zcela negativní) a překvapivě také u 
ccRCC, který vykazoval jen ojedinělou jadernou pozitivitu u 7/98 (7 %) případů. V případě 
světlobuněčného karcinomu je tento výsledek ovšem ojedinělý, neboť většina jiných autorů 
naopak udává, že pro ccRCC je naprosto typická silná, difúzní exprese HNFB (Buchner et al. 
2010; Wang et al. 2013).  
 
1.4.4. Exprese v karcinomech prostaty  
Imunohistochemická exprese HNF1B u karcinomu prostaty je prozatím v literatuře 
popisována velmi sporadicky – na základě extenzivní analýzy byla identifikována pouze jedna 
studie, která byla na expresi HNF1B u karcinomu prostaty cíleně zaměřená (Debiais-Delpech 
et al. 2014). Její autoři se zabývali vztahem mezi expresí HNF1B a agresivitou a progresí 
nádorového onemocnění, přičemž jejich výsledky ukázaly, že exprese HNF1B byla významně 
spojená s proliferací nádorových buněk. Jaderná pozitivita HNF1B byla v porovnání s klinicky 
lokalizovaným onemocněním signifikantně zvýšená u tkání karcinomu prostaty rezistentního 
ke kastraci a také u metastatického karcinomu prostaty. U pacientů s klinicky lokalizovaným 
onemocněním pak byla exprese HNF1B významně asociovaná s proliferací nádorové populace.  
Recentně bylo publikováno několik dalších studií, ve kterých byla exprese HNF1B na 
imunohistochemické úrovni analyzována i jako doplňující analytická metoda u komplexního 
posouzení mechanistického vlivu HNF1B na patogenezi nádorových onemocnění. IHC analýza 
tak byla provedena například autory Wang et al., kteří u 17 případů metastatického karcinomu 
prostaty pozorovali výrazně potlačenou, slabou až zcela negativní expresi (Wang et al. 2020). 
Obdobný výsledek popisují i Lu et al., kteří v rámci jejich analýzy zaměřené na vliv HNF1B na 
buněčnou proliferaci pozorovali obdobně nízkou až zcela negativní expresi u tkání 




2. VYMEZENÍ CÍLŮ PRÁCE  
Hlavním cílem této práce je komplexní analýza změn HNF1B a jejich vlivu u vybraných 
solidních nádorů na imunohistochemické i molekulárně biologické úrovni. 
Imunohistochemická analýza exprese HNF1B je zaměřena především na charakteristiku 
přítomnosti a typu exprese v jednotlivých studovaných lézích, a dále na možné využití této 
exprese s ohledem na diferenciální diagnostiku či ovlivnění prognózy některých histologických 
typů nádorů. Pro všechny výsledky IHC analýz byla také provedena biostatistická analýza 
s cílem stanovit, zda je mezi expresí HNF1B (a jejími změnami) a vybranými klinicko-
patologickými charakteristikami nádorů významný vztah. V rámci biostatických analýz byly 
provedeny i analýzy přežití a stanovení prognostického významu HNF1B.  Dalším studovaným 
aspektem je i možné využití exprese HNF1B jako prediktivního markeru s ohledem na možné 
budoucí terapeutické využití. Analýza genetických a epigenetických změn má význam zejména 
z hlediska přispění k porozumění, jakou roli hraje HNF1B v patogenezi vybraných solidních 
nádorů. Posouzení těchto změn má význam zejména jako důležitá informace pro možnou 
budoucí cílenou terapii.   
 
Jednotlivé hlavní cíle práce tedy byly následující:  
1. Analýza exprese HNF1B na imunohistochemické úrovni u benigních a maligních 
nádorů tlustého střeva, nádorů ledvin, nádorů ovária, a nádorových a nenádorových lézí 
prostaty. Charakteristika rozsahu a intenzity exprese a její korelace s klinicko-
patologickými charakteristikami nádorů. Zhodnocení možného využití HNF1B 
v rutinní praxi v rámci diferenciální diagnostiky a jako prognostického markeru.  
 
2. Mutační analýza genu HNF1B u všech vybraných nádorových i nenádorových tkání 




vybraných jednonukleotidových polymorfismů HNF1B na prognózu studovaných 
maligních nádorů.   
 
3. Metylační analýza genu HNF1B za účelem zhodnocení, jakou roli hraje metylace ve 
změnách exprese HNF1B ve studovaných lézích. Stanovení korelace metylace genu 
HNF1B s proteinovou expresí HNF1B (stanovenou imunohistochemicky).  
 
4. Využití získaných výsledků k posouzení, jakou roli hraje HNF1B v patogenezi 
vybraných solidních nádorů.  
 
Výsledky naší práce byly publikovány v článcích uvedených níže.   
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3. MATERIÁL A METODY 
3.1. Tkáně 
Všechny analýzy byly provedeny na vzorcích tkáně vyšetřovaných v rámci rutinního 
provozu na Ústavu patologie 1. LF UK a VFN. Imunohistochemické analýzy byly provedeny 
na archivních tkáňových bločcích po předchozí fixaci tkáně v 10% roztoku formolu a 
následném zalití tkáně do parafinu (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE). Pro potřeby 
molekulárních analýz byly preferenčně využity zmražené tkáňové vzorky (fresh-frozen tissue, 
FT) uchovávané ve speciálním stabilizačním roztoku RNAlater (Qiagen) při – 80 °C dle 
protokolu výrobce (Stabilization of RNA in Harvested Animal Tissues; Qiagen), deponované 
v Bance biologického materiálu 1. lékařské fakulty Karlovy univerzity v Praze (BBM) na 
našem pracovišti. V případech, kdy zmražená tkáň nebyla dostupná, byly molekulární analýzy 
provedeny na archivních FFPE tkáňových blocích.  
Všechny zahrnuté případy byly nejprve podrobeny histopatologické revizi preparátů 
barvených standardním hematoxylin-eosinovým barvením, během které byla ověřena diagnóza 
v souladu s aktuálními WHO klasifikacemi jednotlivých podtypů vyšetřovaných nádorů. 
Zároveň byly vybrány a označeny vhodné oblasti preparátu pro výrobu tkáňových mikročipů 
(tissue microarray – TMA). Metoda TMA byla preferenčně využita pro provedení 
imunohistochemického barvení u všech případů, kde bylo k dispozici dostatečné množství 
reprezentativní tkáně vyšetřovaných lézí. Z každého dárcovského (donor) bločku byla 
s využitím nástroje TMA Master (3DHISTECH Ltd., Budapešť, Maďarsko) vyvrtána dvě jádra 
(každé o průměru 2.0 mm), která byla následně použita ke konstrukci složeného tkáňového 
mikročipu, jež obsahoval celkem 20 jader (z 10 jednotlivých lézí).  
Imunohistochemicky bylo celkem analyzováno 516 vzorků nádorové a nenádorové 
tkáně, které zahrnovaly široké spektrum materiálu pocházejícího z orgánových resekátů, 




úspěšně provedeny u celkem 400 vzorků a analýza metylačního stavu promotoru genu HNF1B 
u 321 vzorků. 
 
 
3.1.1. Nádorová tkáň 
Vyšetřeno bylo celkem 498 vzorků nádorové tkáně. Mutační analýzy byly úspěšně 
provedeny u 284 vzorků, metylační analýzy u 266 vzorků. Nádorová tkáň zahrnovala nádory 
tlustého střeva, nádory ledvin, karcinomy prostaty a karcinomy ovárií.  
 
3.1.1.1. Nádory tlustého střeva  
Celkem jsme vyšetřili 145 nádorů tlustého střeva, které zahrnovaly 105 kolorektálních 
karcinomů a 40 adenomů. V případě karcinomů byla v BBM dostupná čerstvě zmražená 
(nádorová a pro některé případy i korespondující nenádorová) tkáň u 78 karcinomů, která byla 
využita k izolaci nukleových kyselin pro mutační analýzy a analýzy metylace promotoru genu 
HNF1B. U adenomů nebyla v BBM k dispozici žádná zmražená tkáň a molekulární analýzy tak 
byly provedeny na celkem 34 vzorcích, kde byla DNA izolována z FFPE tkáňových bloků.  
Skupinu adenomů tvořilo celkem 20 adenomů s low grade (LG) dysplastickými 
změnami epitelu a 20 adenomů s high grade (HG) dysplastickými změnami. Vyšetřované léze 
se skládaly z několika různých histologických typů adenomu tlustého střeva, přičemž se 
konkrétně jednalo o:  
1) tubulární adenomy (celkem 24 případů; 15 x LG, 9 x HG) 
2) tubulovilózní adenomy (celkem 9 případů; 1 x LG, 8 x HG) 
3) sesilní serrated adenomy (celkem 3 případy; všechny LG) 





Technika odběru, kterou byly adenomy získány, zahrnovala nejčastěji polypektomii 
provedenou během endoskopického vyšetření (n = 32), ale i hemikolektomii (n = 4), parciální 
kolektomii (n = 3) a v jednom případě biopsii z objemného polypu.  
Co se týče skupiny karcinomů, všechny zahrnuté případy byly rozděleny podle TNM 
klasifikace daného nádoru do čtyř skupin dle hloubky invaze do stěny střeva: pT1 (invaze do 
submukózy.; n = 10 případů), pT2 (invaze do tunica muscularis propria; n = 30 případů), pT3 
(postižení subserózy nebo šíření do neperitonealizované perikolické nebo perirektální tkáně; n 
= 45 případů) a pT4 (prorůstání nádoru na viscerální peritoneum či do jiných orgánů a struktur; 
n = 20 případů) (James D. Brierley 2018). Hodnocené klinicko-patologické parametry u 
skupiny karcinomů zahrnovaly mimo jiné i „lokalitu“, která byla klasifikována do dvou 
základních skupin: colon (nádory v appendixu, céku, colon ascendens až colon sigmoideum) a 
rektum. Histologické typy nádorů zahrnovaly převážně varianty nemucinózních karcinomů (n 
= 94), ale i karcinomy mucinózní (n = 11). Parametr „grade“ byl pro statistické zpracování 
rozdělen do čtyř skupin (G1, G2, G3 a mucinózní), s vyčleněním mucinózních karcinomů do 
samostatné skupiny, vzhledem k tomu, že grade těchto nádorů závisí na mikrosatelitové 
instabilitě (podle 4. edice WHO Classification of Tumors of Digestive System) a 
mikrosatelitový status nebyl dostupný pro všechny zahrnuté karcinomy.  
Technika odběru vyšetřovaných karcinomů zahrnovala především resekční chirurgické 
výkony (n = 100; převážně hemikolektomie, parciální kolektomie, amputace rekta a 
nespecifické resekce), ale v případě pT1 karcinomů se jednalo i o polypektomie (n = 5). 
Klinické sledování v rámci dlouhodobé dispenzarizace (tzv. follow-up) bylo k dispozici u 98 
pacientů, přičemž doba sledování sahala od méně než 1 měsíce až po 61 měsíců (medián: 41 







3.1.1.2. Karcinomy ovária  
Celkem jsme vyšetřili 122 high grade serózních karcinomů (HGSC) ovária. Z celého 
souboru karcinomů byla v BBM dostupná čerstvě zmražená, korespondující (nádorová a pro 
některé případy i korespondující nenádorová) tkáň u 58 karcinomů.  
Ve vyšetřovaném souboru byly zastoupené karcinomy všech čtyř FIGO stádií a klinický 
follow-up byl k dispozici u 119 případů. Průměrný věk pacientek v době diagnózy byl 59 let 
(medián: 60 let; rozsah 36 – 81 let). Hlavní hodnocené parametry nádoru zahrnovaly věk v době 
diagnózy, FIGO stádium, přítomnost lymfovaskulární invaze, údaje o neoadjuvantní terapii a 
přítomnost lokální a vzdálené recidivy. Technika odběru vyšetřených karcinomů zahrnovala 
především bilaterální adnexektomii (n = 113), doplněnou o různě rozsáhlý chirurgický výkon 
tvořený hysterektomií, appendektomií, infrakolickou či totální omentektomií, pánevní a 
paraaortální lymfadenektomií, unilaterálním či bilaterálním „strippingem“ bránice a parciální 




3.1.1.3. Nádory ledvin 
Celkem jsme vyšetřili 130 nádorů ledvin, mezi které patřilo 121 různých typů 
karcinomů a 9 benigních nádorů. Spektrum vyšetřených nádorů zahrnovalo:  
1) světlobuněčný renální karcinom - ccRCC (celkem 93 případů)  
2) papilární renální karcinom – papRCC (celkem 17 případů) 
3) chromofobní renální karcinom – chRCC (celkem 11 případů) 





Pro celý tento soubor byla v BBM dostupná čerstvě zmražená (nádorová a pro některé 
případy i korespondující nenádorová) tkáň u celkem 56 nádorů (42 ccRCC, 2 papRCC, 3 
chrRCC, 9 RO).  
Klinicko-patologická charakteristika vyšetřovaných případů byla vzhledem 
k nevyváženému (a v některých případech limitovanému) počtu nádorů v jednotlivých 
skupinách analyzována pouze pro subset ccRCC. Hlavní hodnocené parametry zahrnovaly 
stádium nádoru (TNM) a jeho grade u případů, kde byly tyto parametry relevantní (hodnocené 
na základě 4. vydání WHO Classification of Tumours of the Urinary System and Male Genital 
Organs, a International Society of Urological Pathology), dále lymfovaskulární invazi, 
přítomnost metastáz, recidivu, pohlaví, a věk pacientů v době diagnózy.  
Technika odběru, kterou byly vzorky nádorů získány, zahrnovala buď tumorektomii (n 
= 59) či nefrektomii (n = 71). Kompletní resekce (R0) s negativními chirurgickými okraji bylo 
dosaženo v 96 % (125/130), R1 resekce s pozitivitou chirurgických okrajů byla zaznamenána 
u 4 % případů (5/130). Klinické sledování v rámci dlouhodobé dispenzarizace bylo k dispozici 
u 128 pacientů, přičemž doba sledování sahala od méně než 1 měsíce až po 119 měsíců (medián: 
42 měsíců, průměr: 42 měsíců).  
 
 
3.1.1.4. Karcinomy prostaty  
Celkem jsme vyšetřili 101 případů acinárního adenokarcinomu prostaty, z nichž u 55 
byla dostupná čerstvě zmražená nádorová tkáň. Párová nenádorová čerstvě zmražená tkáň od 
stejných pacientů byla k dispozici u 49 případů.   
Hlavní hodnocené parametry z hlediska klinicko-patologických charakteristik 
zahrnovaly věk v době diagnózy, stádium onemocnění, Gleasonovo skóre, přítomnost nádoru 
v resekčních okrajích (R0 vs. R1 resekce), lymfovaskulární invazi, perineurální invazi, 




hodnocenou rekurenci nádoru, metylační stav a přítomnost SNP rs4430796. Všechny případy 
byly rozděleny do 4 skupin dle TNM klasifikace (T1 – T4) a do 3 skupin v závislosti na 
dosaženém Gleasonově skóre daného nádoru: low grade nádory (grade skupina 1), nádory 
intermediárního gradu (grade skupina 2 a 3) a high grade nádory (grade skupina 4 a 5).  
Metoda odběru nádorů představovala zejména prostatektomii (n = 96), v několika 
případech se jednalo o materiál získaný z transuretrální resekce prostaty (TURP, n = 5). 
Resekce s negativními chirurgickými okraji bylo dosaženo v 67/101 (66.3 %) případů, pozitivní 
okraje byly udávány u 34/101 (33.7 %) případů. Klinický follow-up byl k dispozici u 90 




3.1.2. Nenádorová tkáň  
Pro potřeby imunohistochemických či molekulárně genetických vyšetření jsme dále vyšetřili 
celkem 257 vzorků zahrnujících normální tkáň a nenádorové léze. Tyto vzorky zahrnovaly:  
1) 87 vzorků nenádorové tkáně tlustého střeva (pro molekulárně genetické analýzy) 
2) 42 vzorků nenádorové tkáně ledviny (pro molekulárně genetické analýzy) 
3) 18 vzorků benigní hyperplázie prostaty (pro imunohistochemické vyšetření a molekulárně 
genetické analýzy) 
4) 61 vzorků nenádorové tkáně ovária (pro molekulárně genetické analýzy) 
5) 49 vzorků nenádorové tkáně prostaty (pro molekulárně genetické analýzy) 
 
 
3.2. Imunohistochemické vyšetření  
Imunohistochemické analýzy byly provedeny na celotkáňových řezech či TMA  
s využitím standardních řezů z FFPE bloků o tloušťce 4 µm, které byly nabarveny pomocí 




Švýcarsko). Všechny preparáty byly barveny králičí polyklonální protilátkou proti HNF1B 
(ředění 1:500, produktové číslo HPA002083, Sigma-Aldrich, Prestige Antibodies, St. Louis, 
Spojené státy americké). Teplem indukované odkrytí antigenů bylo provedeno v 0.01M 
citrátovém pufru (pH 6.0). Detekce primární protilátky byla vizualizována prostřednictvím IHC 
detekčního kitu OptiView DAB (Ventana, Roche). Pouze jaderné zbarvení bylo hodnoceno 
jako pozitivní, přičemž tato jaderná exprese byla ve všech případech hodnocena nezávisle 
dvěma patology v rámci tzv. double blinded odečtu.  
Výsledky imunohistochemické analýzy byly hodnoceny na úrovni celkového procenta 
pozitivních buněk (v rozmezí 0 – 100 %) a zároveň také semikvantitativně, s využitím 
hodnocení prostřednictvím H-skóre (Specht et al. 2015), které umožňuje zahrnout do celkového 
hodnocení i intenzitu pozorovaného barvení. Za účelem stanovení H-skóre je hodnocen 
procentuální rozsah pozitivity na základě intenzity barvení (1+ pro slabou intenzitu, 2+ pro 
střední, a 3+ pro silnou intenzitu). Celkové H-skóre je poté vypočítáno prostřednictvím součtu 
násobků jednotlivých intenzit: [1 x (% buněk s pozitivitou 1+) + 2 x (% buněk s pozitivitou 2+) 
+ 3 x (% buněk s pozitivitou 3+)]. Výsledné H-skóre tak dosahuje hodnot v rozmezí 0 – 300.  
 
3.3 Biostatistické analýzy 
Všechny statistické analýzy v rámci studie byly provedeny s využitím softwaru 
Statistica (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, Spojené státy americké). Ověření normality dat bylo 
provedeno pomocí Shapiro-Wilkova testu. Vzhledem k nenormální distribuci dat byly pro další 
analýzy zvoleny neparametrické metody testování.  
Za účelem hodnocení vztahu mezi proteinovou expresí HNF1B (H-skóre jako spojitá 
závislá proměnná) a sledovanými klinicko-patologickými charakteristikami (kategorické 
proměnné) byl využit neparametrický ANOVA test. V závislosti na počtu analyzovaných 




více kategorií). V případě použití Kruskal-Wallisova H-testu byly provedeny také post-hoc 
testy (párové testy mnohonásobného porovnávání) za účelem stanovení, které jednotlivé 
skupiny se liší od ostatních. Pro hodnocení vlivu nezávislých klinicko-patologických 
charakteristik na hodnoty kategorizovaného H-skóre byl využit Pearsonův chí-kvadrát test nebo 
Fisherův exaktní test (v závislosti na očekávaných četnostech). Korelace mezi dvěma spojitými 
proměnnými byly hodnoceny pomocí Pearsonova korelačního koeficientu.   
Pro výpočet analýzy přežití byly použity neparametrické metody odhadu funkce přežití, 
konkrétně Kaplan-Meierův model s implementovaným log-rank testem, který stanovuje rozdíly 
mezi jednotlivými křivkami přežití. Jednotlivé hodnocené klinické události zahrnovaly u všech 
maligních nádorových onemocnění: (1) dobu přežití bez nemoci (disease-free survival, DFS) = 
doba od data stanovení primární diagnózy do úmrtí na dané onemocnění (pouze pacienti s 
úmrtím na zkoumanou diagnózu byli považováni za necenzorovaná data), (2) dobu přežití bez 
lokální recidivy (local recurrence-free survival, LFS) = doba od data stanovení primární 
diagnózy do data diagnózy první lokální recidivy, a (3) dobu přežití bez vzdálených metastáz 
(metastasis-free survival, MFS) = doba mezi datem stanovení primární diagnózy a datem 
diagnózy první vzdálené metastázy. Pokud u pacienta nedošlo k žádné z monitorovaných 
událostí (DFS / LFS / MFS), byl daný případ v analýze považován za cenzorovaný k datu 
posledního dostupného záznamu (poslední kontrola). Za datum stanovení primární diagnózy 
bylo považováno datum potvrzení bioptické diagnózy.  
Všechny testy byly oboustranné a za signifikantní byly považovány hodnoty p < 0.05. 
Podrobnosti, ve kterých se jednotlivé studie v metodice liší, jsou do detailů rozpracovány v 








3.4. Molekulárně biologické analýzy 
Provedené molekulárně biologické analýzy zahrnovaly:  
1. mutační analýzu všech kódujících oblastí HNF1B (exony 1 – 9, RefSeq NM_000458.2) 
s přilehlými intronovými sekvencemi (±15 párů bazí, bp) a hlubokými intronovými 
sekvencemi obsahujícími vybrané jednonukleotidové polymorfismy (rs7527210 a 
rs4430796 v případě nádorů tlustého střeva, ledvin a prostaty, které byly v případě 
karcinomů ovária doplněny ještě o rs7405776) 
2. epigenetickou analýzu metylace CpG ostrůvků v oblasti HNF1B promotoru  
 
Za účelem provedení HNF1B mutační analýzy byly využity dva hlavní přístupy v závislosti 
na původu vyšetřované tkáně. Vysoce kvalitní DNA získaná z FT vzorků byla analyzována 
prostřednictvím námi navržené dvou krokové polymerázové řetězové reakce (polymerase chain 
reaction, PCR) a amplikonového sekvenování nové generace (next generation sequencing, 
NGS). DNA získaná z FFPE bloků byla analyzována s využitím panelové NGS, založené na 
principu vychytávání cílových oblastí pomocí sond, která zahrnovala všechny kódující 
sekvence HNF1B genu a která je pro zpracování FFPE materiálu vhodnější.  
Mutace, které nebyly dosud popsány v literatuře, v Single Nucleotide Polymorphism 
Database (dbSNP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), v ClinVar Database 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), nebo v Catalogue of Somatic Mutations in Cancer 
(COSMIC, http://www.sanger.ac.uk/cosmic) byly považovány za nové a dosud neobjevené.  
 
3.4.1. Izolace nukleových kyselin a kontrola kvality 
V případě použití FT vzorků byly analyzované tkáně nejprve rozmrazeny a následně 
bylo 10 – 30 mg dané tkáně homogenizováno s využitím MagNA Lyser Green Beads trubiček 




a 6 μl 14.3 M 2-merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich). Celkové množství DNA bylo izolováno dle 
protokolu Simultaneous Purification of Genomic DNA and Total RNA from Animal Tissues s 
využitím AllPrep DNA Mini kitu (Qiagen). Izolované DNA vzorky byly následně 
kvantifikovány s využitím nástroje NanoDrop 2000 (Thermo Fisher). 
V případě využití tkáňových řezů z archivních FFPE bločků byla DNA získána z 5 – 10 
tkáňových řezů (o tloušťce 4 – 5 μm) a izolována s využitím automatického izolátoru 
MagCore® nucleic Acid Extractor, pomocí MagCore Genomic DNA FFPE One-step kitu, Ref 
MGF-03 (RBC Bioscience). Výsledná izolovaná DNA byla poté kvantifikována pomocí Qubit 
fluorimetru (Thermo Fisher) a podrobena kontrole kvality amplifikační účinnosti s využitím 
qPCR (5 ng DNA vzorku bylo amplifikováno pomocí 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM 
Mix NO ROX; Solis Biodyne). Pouze ty vzorky, které dosáhly požadovaných kritérií kvality 
(Cp < 35 na 180 bp produktu amplifikace) byly využity pro další analýzy.  
 
3.4.2. Příprava amplikonového NGS a sekvenace   
Za účelem provedení námi navržené dvou krokové amplikonové PCR bylo sestaveno 
15 párů primerů s univerzálními adaptorovými sekvencemi (Tab. 2). Tyto primery byly 
navrženy tak, aby v prvním kroku PCR pokryly specifické oblasti HNF1B genu, včetně 
hlubokých intronových sekvencí obsahujících varianty rs7527210 a rs4430796. U skupiny 
HGSC ovárií byla analýza doplněná i o rs7405776, s využitím speciálně navržených primerů 
(rs7405776_Forward: agccacagactctagatctgg, rs7405776_Reverse: caaagtgctgggattataagtgtg).  
Ve druhém kroku PCR byl využit univerzální pár primerů obsahující adaptorové 
sekvence pro Illumina sekvenování. První PCR krok (pokrývající HNF1B cílové oblasti) byl 
proveden ve dvou samostatných multiplexních reakcích. Každá reakce byla provedená 
s odlišnými páry primerů tak, aby došlo k zamezení nežádoucích interakcí mezi primery. Obě 
PCR reakce byly amplifikovány s využitím systému FastStart High Fidelity PCR System 




Roche) ve 20 μl reakcích dle následujícího protokolu: 2 min – 95 °C; 10 cyklů po 15 s – 95 °C, 
20 s – 62 °C a 30 s – 72 °C (pro všechny kroky s uplatněním změny teploty 2 °C/s) a poté 20 
cyklů po 15 s – 95 °C, 20 s – 62 °C a 30 s – 72 °C (standartní změna teploty 4 °C/s). Po 
dokončení prvního PCR kroku bylo odebráno 10 μl z obou prvních PCR reakcí, přičemž 
výsledný produkt byl následně ekvimolárně promísen a purifikován pomocí AMPure XP 
systému (0,8x; Beckmann Coulter). Takto připravený PCR produkt byl dále amplifikovaný v 
10 cyklech ve druhém PCR kroku s využitím stejného protokolu, se standartní změnou teploty 
a odlišnými primery (obsahujícími adaptorové sekvence pro Illumina sekvenování).  
Po dokončení druhého PCR kroku byla stanovena koncentrace výsledných PCR 
produktů s využitím Qubit fluorimetru (Thermo Fisher) a tyto produkty byly ekvimolárně 
smíchány do jedné sekvenační knihovny. Připravená sekvenační knihovna byla purifikována 
prostřednictvím AMPure XP systému (0,8x; Beckmann Coulter) a výsledný produkt byl 
podroben měření koncentrace (Qubit) a stanovení délky jednotlivých fragmentů s využitím 
High Sensitivity NGS Fragment Analysis kitu na Fragment Analyzéru (AATI).  
Výsledná amplikonová knihovna byla poté sekvenována společně s dalšími 
(panelovými) knihovnami za účelem zvýšení sekvenační heterogenity. Samotná sekvenace byla 
provedena buď na 50 vzorcích, které byly sekvenované v rámci jedné amplikonové knihovny 
pomocí MiSeq 300 cycles v2 kitu, nebo na 90 vzorcích s využitím NextSeq 300 cycles mid 
output kitu v2.5. Tento sekvenační přístup s využitím amplikonového sekvenování ale 
vykazoval nízké pokrytí 20 bp na 5′ konci exonu 4 ve všech testovaných vzorcích, a tato oblast 
proto byla dodatečně sekvenována pomocí klasického Sangerova sekvenování s využitím 








Tabulka 2. Seznam genově specifických primerů použitých pro mutační analýzu HNF1B 




























































































HNF1B_NGS_e1F1 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTTAGAAGTTTTCTGACTCCTTTCG 25 40.0 59.1 
HNF1B_NGS_e1R1 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAACTCCTCCAAGGCCTGAAC 20 55.0 60.6 
2 279 
HNF1B_NGS_e1F2 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGAAAATGGTGTCCAAGCTCAC 21 47.6 59.6 
HNF1B_NGS_e1R2 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGGATGGGAGGTGTGTCATAGTC 23 52.2 61.5 
3 270 
HNF1B_NGS_e1F3 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAAGCCGGTCTTCCATACTCT 21 52.4 60.6 
HNF1B_NGS_e1R3 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAACGGGCTTGGCGAGTGT 18 61.1 64.1 
4 247 
HNF1B_NGS_e2F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTAACCATCTGCTTGTCTGTCTAGTG 25 44.0 59.9 
HNF1B_NGS_e2R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGAGGCAGGATGAAAACACTTAC 24 45.8 61.4 
5 276 
HNF1B_NGS_e3F1 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGCTG 24 54.2 61.6 
HNF1B_NGS_e3R1 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTAGGCCTGGTACAAGATTTGC 22 50.0 60.0 
6 292 
HNF1B_NGS_e3F2 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTGTTTCTCTTTCCAGAGTTCAGTC 25 44.0 60.0 
HNF1B_NGS_e3R2 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACTAGTGTCTCAATATCCCAGGACC 25 48.0 61.0 
7 264 
HNF1B_NGS_e4F1 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGACTGCTGTGATTGTGTGTTTTTG 24 41.7 61.9 
HNF1B_NGS_e4R1 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGAGGGTTCAGGCTGTGAGTC 21 57.1 60.8 
8 253 
HNF1B_NGS_e4F2 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCACTGAGGTCCGTGTCTACAAC 22 54.5 59.7 
HNF1B_NGS_e4R2 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAACCCTTAAACCAGATAAGATCCG 24 41.7 60.9 
9 251 
HNF1B_NGS_e5F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACTAATGTTCCCTACTGGGTTTGTG 25 44.0 61.6 
HNF1B_NGS_e5R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTTTTGCCTCTTATCTTATCAGCTC 25 40.0 59.1 
10 272 
HNF1B_NGS_e6F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATCGCTAAGTCACATCGTGTTG 22 45.5 60.1 
HNF1B_NGS_e6R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGCTTCCCATTCTTCTTCTCCC 22 50.0 61.0 
11 295 
HNF1B_NGS_e7F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCACCTCTCCTTATCCCAGGAG 21 57.0 58.2 
HNF1B_NGS_e7R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACTGAGGGTCCTGAGTGC 18 61.0 60.4 
12 247 
HNF1B_NGS_e8F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTACCTGTGTCTTTGCCTGTGTATG 24 45.8 61.3 
HNF1B_NGS_e8R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAACCTCTGCACATCCATGG 19 52.6 58.7 
13 285 
HNF1B_NGS_e9F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGTTGGGCATCATCTCCCTTAG 22 50.0 61.7 
HNF1B_NGS_e9R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTCCTGAGAGTGGATTGTCTGAG 23 52.2 60.4 
14 269 
HNF1B_chr17_ 
rs4430796_F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGAGCGAGAGACCTTTCCAAG 20 55.0 60.5 
HNF1B_chr17_ 





20 55.0 61.1 
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HNF1B e4F TTGGCCAAGCACCAACAAGTC 21 52.4 58.2 
HNF1B e4R1 CTATAGCTCCAACCAGACTCACAGC 25 52.0 58.5 
 




3.4.3. Příprava panelové NGS a sekvenace   
Vzhledem k charakteru DNA získané z FFPE tkáňových bloků a její nižší kvalitě byla 
pro sekvenaci tohoto materiálu využita metoda panelové NGS, založená na principu obohacení 
prostřednictvím vychytávání cílových oblastí pomocí hybridizačních sond.  
Jednotlivé vzorky určené pro panelovou NGS byly připraveny pomocí APA HyperPlus 
kitu dle Seq Cap EZ protokolu (Roche NimbleGen), přičemž cílové genové sekvence byly 
obohaceny s využitím panelu na zakázku zhotovených SeqCap hybridizačních sond proti 
vícečetným cílům (257kbp panel cílových genů, NimbleGen, Roche). Samotná sekvenace byla 
provedena dle postupu detailně popsaného v jedné z našich dřívějších prací (Ticha et al. 2019). 
Aby nedošlo k obohacení homologních sekvencí byly sondy navrženy tak, aby se párovaly 
pouze s jednou cílovou oblastí. Připravené knihovny byly sekvenovány pomocí nástroje 
NextSeq 500 (Illumina, San Diego, Kalifornie, Spojené státy americké) s využitím NextSeq 
500/550 Mid Output Kitu v2.5 (150 Cycles, Illumina). 
 
3.4.4. Biostatistická analýza získaných NGS dat    
Základní nezpracovaná data získaná z amplikonového a panelového sekvenování byla 
demultiplexována, převedena do .fastq formátu a dále analyzována za pomocí NextGEN 
(Softgenetics) softwaru s využitím stejného základního postupu, který jsme popsali dříve 




transkript NM_000458.2. Pouze ty vzorky, které dosáhly minimálního pokrytí > 200x (v 
případě nádorů tlustého střeva, prostaty, ovária, pankreatu) a > 100x (v případě nádorů ledvin) 
a varianty s frekvencí variantní alely (variant allele frequency, VAF) > 10 % byly použity 
k dalšímu zpracování a hodnocení.  
Identifikované varianty byly manuálně prozkoumány pomocí IGV prohlížeče (Broad 
Institute) za účelem eliminace falešně pozitivních variant, a následně prioritizovány v závislosti 
na vlivu identifikované mutace. Pouze varianty třídy 3 (varianta neznámého významu), 4 
(varianta pravděpodobně patogenní) a 5 (varianta patogenní) jsou uvedeny ve výsledcích níže.  
 
3.4.5. Analýza metylace HNF1B promotoru   
Prvním krokem v rámci analýzy metylace byla bisulfitová konverze DNA, která byla 
provedena s použitím EZ DNA Methylation-Lightning Kitu (Zymo Research, Irvine, 
Kalifornie, Spojené státy americké) dle instrukcí výrobce. Metylované i nemetylované alely 
podstoupily PCR amplifikaci s využitím primerů, jež byly navrženy prostřednictvím 
Methprimer softwaru (http://www.urogene.org/cgibin/methprimer/methprimer.cgi): 
HNF1B_met_forward_TTT TTG GAT TTG TTA AGT TAG TGT TTT, HNF1B_met_reverse 
CCC TTC CTA AAT AAT CAA TTT CTC TT (PCR produkt chr17:36105251‑36105506, 
GrCh37).  
PCR amplifikace byla provedena dle následujícího protokolu: 12 min - 95˚C, 40 cyklů 
po 15 s - 95˚C, 30 s - 58˚C, 30 s - 72˚C), zakončeno 5 min - 72˚C. Amplifikovaná promotorová 
oblast HNF1B pokrývá celkem 15 CpG ostrůvků (Obr. 3A) a nachází se v úseku -457 až -202 
bp, GRCh37, před místem začátku transkripce (transcription start site, TSS). Tato oblast také 
obsahuje CpG ostrůvek chr17:36105517–36105518, GRCh37, jehož metylace je v literatuře 
spojena se sníženou expresí HNF1B (Shen et al. 2013). Po dokončení amplifikace byla 






Obr. 3. A) Oblast promotoru HNF1B, která byla podrobena HRM analýze a která zahrnovala 
15 CpG ostrůvků (zvýrazněné šedou barvou). Tato oblast se nachází v úseku -457 až -202 bp 
GRCh37 před TSS. B) Teplotní mapa znázorňující metylované lokusy HNF1B na základě 
TCGA dat. Každý řádek představuje jeden vzorek nádorové tkáně, každý sloupec představuje 
jeden z 27 analyzovaných CpG ostrůvků. Čísla nad jednotlivými ostrůvky označují pozici 
daného CpG ostrůvku vzhledem k TSS genu HNF1B. Tři z analyzovaných CpG ostrůvků 
(znázorněné modrým fontem) byly zahrnuté také v naší metylační analýze. Modrá šipka 








V rámci naší práce jsme byli pomocí High Resolution Melting (HRM) analýzy 
amplifikovaných PCR produktů schopni detekovat nejméně 5 % metylované DNA. Každý 
jednotlivý běh analýzy obsahoval vzorek konvertované DNA, promísené se sérií 100%, 20%, 
10%, 5% a 0% univerzálně metylovaných kontrolních DNA vzorků a nemetylovaných DNA 
vzorků (Human HCT116 DKO Non-Methylated DNA a Human HCT116 DKOMethylated 
DNA; Zymo Research). Jednotlivé křivky tání analyzovaných vzorků byly analyzovány pomocí 
LightCycler 480 II Softwaru a poté porovnány s křivkami tání kontrolních směsí (Wojdacz et 
al. 2008).  
 
3.4.6. Analýza mikrosatelitové instability     
Problematika mikrosatelitové instability (MSI) hraje důležitou roli v patogenezi a 
progresi kolorektálního karcinomu, kde představuje jeden ze základních molekulárních 
mechanismů (MSI cesta) vzniku a propagace onemocnění, a také důležitý faktor v rámci 
klinického rozhodování o výběru adjuvantní terapie (Singh et al. 2019). Proto jsme u skupiny 
kolorektálních karcinomů doplnili u případů kde bylo k dispozici dostatečné množství nádorové 
tkáně také fragmentační analýzu mikrosatelitové instability, která byla provedena s využitím 
následujícího souboru pěti kvasimonomorfních mononukleotidových mikrosatelitových 
markerů: BAT-26, BAT-25, NR-21, NR-22, a NR-24 (Suraweera et al. 2002).  
Samotná fragmentační analýza byla provedena s pomocí analyzéru ABI 3500 
(ThermoFisher). MSI stabilní nádory (microsatellite stable tumors, MSS) nevykazují žádné 
známky instability, zatímco MSI instabilní nádory (MSI-high nebo MSI-low fenotyp) jsou 
definované na základě přítomnosti jednoho (MSI-low), nebo dvou a více (MSI-high) 





3.4.7. Shromáždění a analýza dat z The Cancer Genome Atlas databáze      
The Cancer Genome Atlas program (TCGA, https://www.cancer.gov/about-
nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga) je významný projekt věnující se 
problematice nádorové genomiky, jehož náplní je shromáždění dat zahrnujících komplexní 
molekulární charakteristiku širokého spektra nádorových onemocnění. V současnosti obsahuje 
TCGA detailní popis více než 20 000 vzorků primárních nádorů a párových nenádorových tkání, 
zahrnujících 33 různých nádorů. V rámci víceúrovňové komplexní analýzy HNF1B jsme 
v relevantních případech provedli také srovnání našich výsledků s daty získanými z TCGA 
databáze. TCGA data byla stažena prostřednictvím cBioPortal (www.cbioportal.org; TCGA) a 
zahrnovala především údaje o metylačním stavu CpG ostrůvků, ale také o expresi HNF1B na 
úrovni mRNA, a také vybraná klinicko-patologická data jednotlivých nádorů (rasa, T/N/M 
stádium, klinické stádium onemocnění, histologický typ tumoru, grade tumoru, lokalita tumoru).  
Rozšířená data o metylační analýze všech CpG ostrůvků u HNF1B lokusů byla stažena 
prostřednictvím Mexpress (https://mexpress.be) a dále využita pro vizualizaci dat formou 
teplotní mapy (Obr. 3B). Zatímco naše metylační analýzy byly provedeny metodou HRM, 
metylační analýza nádorů v TCGA databázi byla provedena s využitím platformy Illumina 
Infinium Human Methylation 450 K BeadChip. Výsledky metylační analýzy (odhadované 
úrovně metylace vzorků) jsou v TCGA prezentované jako β-hodnoty, které představují poměr 
mezi intenzitami metylovaných a nemetylovaných alel (β-hodnoty tak nabývají hodnot od 0 do 
1, kde 0 představuje zcela nemetylovanou alelu a 1 představuje plně metylovanou alelu).  
Exprese HNF1B na úrovni mRNA je v TCGA prezentovaná jako standartní deviace 
průměrné exprese popsané u referenční populace (všechny vzorky, které jsou z hlediska 
HNF1B lokusu diploidní a vzorky normální, nenádorové tkáně), která je uvedená v podobě 





4. VÝSLEDKY  
4.1. Nádory tlustého střeva   
4.1.1. Imunohistochemické vyšetření a biostatistické analýzy  
Výsledky imunohistochemického vyšetření ukázaly, že prakticky všechny analyzované 
případy adenomů i karcinomů tlustého střeva vykazovaly určitou míru homogenní, jaderné 
exprese HNF1B. Ukázky imunohistochemického vyšetření exprese vyšetřovaných lézí jsou 
uvedeny na Obr. 4, výsledné hodnoty HNF1B exprese a jejich korelace s klinicko-
patologickými charakteristikami jsou shrnuty v Tab. 4 a Tab. 5. Pro potřeby chí-kvadrát testů a 
biostatistických analýz byly hodnoty H-skóre u všech vyšetřovaných lézí kategorizované do 
dvou skupin (skupina 1: H-skóre 0–200; skupina 2: H-skóre 201–300). 
Co se týče skupiny adenomů, všechny (n = 40) vyšetřované případy byly při barvení 
protilátkou proti HNF1B difúzně převážně silně (či v menším procentu případů středně silně) 
pozitivní. Při porovnání skupiny adenomů a karcinomů adenomy dosahovaly nejen statisticky 
významně vyššího rozsahu pozitivní exprese (p < 0.001), ale také vyšších hodnot intenzity 
barvení (p < 0.001; Tab. 6).  
Biostatistické analýzy ukázaly, že hodnoty H-skóre se statisticky významně nelišily 
mezi skupinou adenomů s high grade dysplastickými změnami a adenomů s low grade 
změnami [HG dysplázie H-skóre: 235.8/250 (průměr / medián), LG dysplázie H-skóre: 
260.1/257 (průměr / medián)]. Zajímavým nálezem nicméně byly určité změny v expresi 
HNF1B u adenomů, které vykazovaly převážně low grade dysplastické změny v celé lézi, a jen 
fokální krátké úseky high grade dysplázie na povrchu léze. V těchto případech bylo patrné, že 
zatímco LG dysplastické úseky jsou silně difúzně HNF1B pozitivní, povrchové HG partie 
adenomu vykazují postupně klesající intenzitu exprese (která zůstala zachována, ačkoliv v nižší 
míře) (Obr. 4A). V případě skupiny adenomů byl dále hodnocen vztah mezi HNF1B expresí a 




stupeň dysplastických změn. Žádné z těchto charakteristik nevykazovaly u adenomů statisticky 
významnou souvislost s expresí HNF1B.  
Obr. 4. Výsledky imunohistochemického barvení protilátkou proti HNF1B u nádorů tlustého 
střeva. a) Silná jaderná exprese u adenomu s převažující low grade dysplázií epitelu, 
v povrchových partiích s patrnou sníženou expresí v oblastech s high grade dysplastickými 
změnami (200x). b) Kompletní ztráta exprese HNF1B u kolorektálního karcinomu (200x). c) 
Převážně slabá a fokálně středně silná exprese HNF1B u jiného případu kolorektálního 









Tabulka 4: Vztah mezi expresí HNF1B a základními klinicko-patologickými 
charakteristikami u 40 případů kolorektálních adenomů 
           Exprese HNF1B (n) 







skupina 1 skupina 2 
p -
hodnotab 
Pohlaví     0.712   0.927 
 Muž 28 248.3 260  5 23  
 Žena 12 246.9 250  2 10  
Věk     0.140   0.694 
(průměr = 70, 
median = 73) 
<70 14 233.2 243  2 12 
 
 ≥70 26 255.8 267  5 21  
Stupeň dysplázie     0.129   0.212 
 High grade 20 235.8 250  5 15  
 Low grade 20 260.1 257  2 18  
a – hodnoty p jsou založeny na výsledcích Mann-Whitney U- testu  




Skupina karcinomů tlustého střeva vykazovala v porovnání s adenomy významně nižší 
hodnoty exprese HNF1B (H-skóre průměr 184.5, medián 190; p < 0.001) (Tab. 6, Obr. 5). U 
skupiny karcinomů zahrnovaly hodnocené klinicko-patologické parametry zejména věk 
pacienta, pohlaví, anatomickou lokalitu nádoru, lateralitu umístění nádoru, grade nádoru, 
T/N/M stádium, stádium dle Dukese, pozitivitu lymfatických uzlin, přítomnost lymfovaskulární 
invaze a perineurální invaze, recidivy, a v případech kde byla tato informace dostupná i MMR 
status nádoru stanovený imunohistochemickým vyšetřením (Tab. 5). Z těchto parametrů dosáhl 
statistické významnosti pouze vztah mezi sníženou expresí HNF1B a recidivou (p = 0.043) 








Tabulka 5. Vztah mezi expresí HNF1B a klinicko-patologickými charakteristikami u 105 
případů kolorektálních karcinomů 
 
           Exprese HNF1B (n) 
















   0.267   0.162 
 Muž 61 191.7 210 
 
29 32  
 Žena 44 174.5 170 
 
27 17  
Věk  
   0.857   0.896 
(průměr = 71, 
median = 71) 
<71 50 184.5 190  
27 23  
 ≥71 55 184.5 190 
 
29 26  
Lokalita  
   0.167   0.325 
 Colon 93 188.6 195 
 
48 45  
 Rektum 12 152.9 155 
 
8 4  
Lateralita*  
   0.410   0.976 
 levostr. 54 190.6 190 
 
29 25  
 pravostr. 50 176.7 178 
 
27 23  
Histologický     0.781   0.469 




94 185.7 192.5  49 45  
 mucinózní 11 175 174.1  7 4  
T stádium  
   0.221   0.152 
 T1 10 216.5 240 
 
3 7  
 T2 30 165.8 165 
 
19 11  
 T3 45 194.9 220 
 
21 24  
 T4 20 173.3 180 
 
13 7  
N stádium  
   0.791   0.612 
 N0 76 188.4 195 
 
39 37  
 N1 17 177.9 180 
 
9 8  
 N2 12 169.2 180 
 
8 4  
M stádium  
   0.844   0.772 
 M0 89 183.8 190 
 
48 41  
 M1 16 188.8 200 
 
8 8  
Dukes staging  
   0.584   0.436 
 A  10 216.5 240 
 
3 7  
 B 50 183.3 178 
 
28 22  
 C  29 173.3 180 
 
17 12  
 D 16 188.8 200 
 
8 8  
Skupina dle TNM 
stagingu  
   0.469 
  0.767 
 I 34 175.3 170 
 
20 14  
 II 34 201.8 220 
 
16 18  
 III 21 168.3 180 
 
12 9  
 IV 16 188.8 200 
 





   0.097   0.161 
 G1 26 204.4 225 
 
11 15  
 G2 59 186.9 190 
 
31 28  
 G3 9 113.1 110 
 
7 1  
 muc. 11 177.1 183 
 
7 5  
Stav lymfatických 
uzlin  
   0.498 
  0.502 
 Pozitivní 29 174.3 180 
 
17 12  
 Negativní 76 190.0 200 
 
39 37  
Lymfovaskulární 
invaze  
   0.742 
  0.392 
 Ano 41 179.3 180 
 
24 17  
 Ne 64 187.9 203 
 
32 32  
Perineurální 
invaze  
   0.363 
  0.576 
 Ano 9 201.7 220 
 
4 5  
 Ne 96 182.9 185 
 
52 44  
MMR status*  
   0.318    
 deficitní  11 210.0 260 
 
4 7 0.341 
 zachovalý 42 190.2 195 
 
22 20  
Recidiva*  
   0.048   0.019 
 Ano 16 147.8 153 
 
13 3  
  Ne 87 189.5 205   43 44  
* – data nebyla dostupná pro všechny případy  
a – hodnoty p jsou založeny na výsledcích Mann-Whitney U- testu nebo Kruskal-Wallis H-
testu 





Tabulka 6. Vztah mezi expresí HNF1B a typem léze u 145 nádorů tlustého střeva  
           Exprese HNF1B (n) 







skupina 1 skupina 2 
p - 
hodnotab 
Typ léze     < 0.001   < 0.001 
 Adenom 40 247.9 253 
 7 33  
 Karcinom 105 184.5 190  56 49  
         
a – hodnoty p jsou založeny na výsledcích Mann-Whitney U- testu  







Obdobné analýzy asociace mezi expresí HNF1B (hodnocenou ale na mRNA, ne na IHC 
úrovni), metylací HNF1B a klinicko-patologickými údaji byly provedeny i na souboru dat 
kolorektálních karcinomů získaných z TCGA, který pro jednotlivé hodnocené parametry 
obsahoval 296-372 případů (Tab. 7). Hodnocené klinicko-patologické parametry zahrnovaly 
rasu, T/N/M stádium, klinické stádium onemocnění, histologický typ tumoru a lokalitu tumoru. 
Jediný z výsledků, který dosáhl statistického významu, byl vztah mezi expresí HNF1B a 
histologickým typem karcinomů, kdy mucinózní karcinomy vykazovaly výrazně nižší expresi 





















Obr. 5. Vztah mezi expresí HNF1B (H-skóre) a typem léze, analýza založena na 145 případech 







Klinický follow up byl k dispozici u 98/105 karcinomů a tato data byla použita 
k provedení analýz přežití s ohledem na DFS, LFS a MFS. Výsledky odhalily statisticky 
významný vztah mezi expresí HNF1B a DFS (p = 0.014), kdy byla snížená exprese spojená 
s horší prognózou a kratším DFS (Obr. 7). Výsledky analýzy dalších dvou parametrů poukázaly 
pouze na trend naznačující asociaci mezi nižší expresí HNF1B a kratším LFS i MFS, který ale 
nedosáhl statistické významnosti (LFS p = 0.101, MFS p = 0.057).  
Obr. 6. Vztah mezi expresí HNF1B (H-skóre) a recidivou onemocnění, analýza založena na 
105 případech kolorektálního karcinomu. 0 = bez recidivy, 1 = případy, kdy došlo k recidivě. 



























Obr. 7. Korelace exprese HNF1B s prognózou. Pravděpodobnost A) přežití bez nemoci (DFS), 
B) bez lokální recidivy (LFS), a C) bez metastáz (MFS) na základě kategorie H-skóre HNF1B 
u 98 případů kolorektálního karcinomu. Křivky přežití byly získány s využitím Kaplan-
Meierovy metody, p hodnoty jsou odhadnuty pomocí log-rank testu. Počet 








4.1.2. Mutační analýza  
V případě adenomů tlustého střeva byla mutační analýza úspěšně provedena na 20 
případech (z celkového počtu 34 vzorků, pro všechny byl dostupný pouze FFPE materiál).  
V případě kolorektálních karcinomů byla analýza úspěšná u 84 případů (73 vzorků nádorové 
tkáně a 11 vzorků korespondující nenádorové tkáně) z celkem 90 případů s dostupným 
kvalitnějším FT materiálem. 
Výsledky analýz ukázaly, že v žádném z vyšetřovaných adenomů nebyly identifikovány 
žádné mutace třídy 3-5. V případě kolorektálních karcinomů byly mezi 73 případy 
identifikovány celkem 3 somatické mutace HNF1B. Jednalo se o dvě frameshift mutace 
(vedoucí k posunu čtecího rámce) a jednu nonsense mutaci (vedoucí ke vzniku předčasného 
stop kodonu a zkráceného proteinového produktu): c.149delC, p.P50LfsTer75 (VAF 38.45 %, 
dále označována jako Případ A, H-skóre: 210); c.1006delC, p.H336TfsTer40 (VAF 34.88 %, 
dále označována jako Případ B, H-skóre: 240) a c.554C > T, p.Q182X (VAF 26.79 %, dále 
označována jako Případ C, H-skóre: 80). Žádné další varianty třídy 3 - 5 (somatické či 
germinální) nebyly zaznamenány.  
Jak již bylo zmíněno výše, v literatuře je kromě vlivu mutací HNF1B také diskutován 
význam jednonukleotidových polymorfismů HNF1B, zejména s ohledem na riziko vzniku 
určitých nádorových onemocnění, přičemž výsledky dosud publikovaných studií jsou často ne 
zcela jednoznačné či si dokonce protiřečí (Elliott et al. 2010; Berndt et al. 2011; Spurdle et al. 
2011). Na základě těchto poznatků jsme se v rámci této práce zabývali také hodnocením vlivu 
dvou nejčastěji popisovaných SNP (rs4430796 a rs7527210) na parametry přežití u 
kolorektálního karcinomu. V případě SNP rs4430796 bylo pozorováno významně delší DFS u 
pacientů s genotypem AA, než u pacientů s genotypem GA a GG (p = 0.035, Obr. 8). Pro SNP 





Obr. 8. Korelace genotypu SNP rs4430796 s prognózou. Pravděpodobnost přežití bez nemoci 
(DFS) ve vztahu ke genotypu rs4430796, na základě 73 případů kolorektálního karcinomu. 
Křivky přežití byly získány s využitím Kaplan-Meierovy metody, p hodnoty jsou odhadnuty 




4.1.3. Metylační analýza   
Analýza metylace promotoru HNF1B byla úspěšně provedena u celkem 93 případů (72 
karcinomů a 21 adenomů) z 99 případů, které byly podrobeny bisulfitové konverzi DNA. 
V případě adenomů byla metylace promotoru zaznamenána u 1/21 (4.7 %) adenomů, 
nenádorová tkáň od stejného pacienta za účelem porovnání nebyla v tomto případě k dispozici. 
V souboru karcinomů byla metylace pozorována u 3/72 (4.2 %) případů. Ve dvou případech se 
jednalo o nízký stupeň metylace (5–10%, H-skóre těchto karcinomů bylo 30 a 95), zatímco 




Korespondující nenádorová tkáň byla k dispozici pro dva z těchto karcinomů a v žádném 
z případů nebyla metylace zaznamenána. Z celkem 87 vzorků nenádorové tkáně, která byla 
izolována, byla metylační analýza úspěšně provedena u 61 případů, přičemž žádný z nich 
metylaci nevykazoval.  
Výsledky metylační analýzy provedené na našem souboru byla dále porovnány s daty 
získanými z TCGA, která byla stažena prostřednictvím portálu Mexpress. Soubor 
kolorektálních karcinomů získaný z TCGA obsahoval 372 případů s uvedeným T / N / M 
stádiem, histologickým typem nádoru, lokalitou, stádiem onemocnění a metylačním stavem. 
Statisticky signifikantní vztah s expresí HNF1B (na úrovni mRNA) byl pozorován ve skupině 
mucinózních karcinomů, kde byla exprese HNF1B významně nižší.  
 
4.1.4. Analýza mikrosatelitové instability   
Stanovení mikrosatelitové instability metodou fragmentační analýzy bylo úspěšně 
provedeno u 103/105 případů karcinomů (u zbývajících 2 případů nebylo na tuto analýzu již 
k dispozici dostatečné množství nádorové tkáně). Výsledky ukázaly, že 81/103 karcinomů bylo 
MSS, 2/103 karcinomů byly MSI-low a 20/103 karcinomů byly MSI-high. Oba dva případy, 
které fragmentační analýza vyhodnotila jako MSI-low, byly dodatečně podrobeny 
imunohistochemickému vyšetření s použitím protilátek proti mismatch-repair proteinům 
(MSH2, MSH6, MLH1, PSM2). Ty vykazovaly zachovalou IHC expresi, a proto byly pro 
potřeby statistických analýz tyto případy přiřazeny do MSS skupiny nádorů. Biostatická 
analýza neprokázala žádnou statisticky významnou asociaci mezi expresí HNF1B a těmito 







Tabulka 7: Vztah mezi expresí HNF1B na úrovni mRNA a metylací a klinicko-
patologickými charakteristikami u souboru kolorektálních karcinomů z TCGA 
 
Charakteristika Skupina n mRNA 




























































































































































4.2. Karcinomy ovária  
4.2.1. Imunohistochemické vyšetření a biostatistické analýzy 
Imunohistochemická analýza byla provedena u všech 122 případů HGSC a její výsledky 
ukázaly, že jaderná IHC exprese HNF1B byla obecně velmi nízká (H-skóre průměr: 21.8; H-
skóre medián: 0). Pozitivita HNF1B byla pozorována pouze u 28 případů (u 15 případů byly 
hodnoty H-skóre v rozmezí 20 – 99, u 13 případů v rozmezí 100 - 200), přičemž zbytek případů 
(n = 94) byl zcela negativní (H-skóre 0). V případech, kde byla pozitivita HNF1B přítomna, se 
jednalo převážně o slabou až středně silnou intenzitu barvení. U celkem 17/28 případů byla 
intenzita HNF1B barvení fokálně silná, ale rozsah takto pozitivních nádorových buněk 
v žádném z případů nepřekročil 30 % z celého nádoru. Žádný z HGSC nedosáhl hodnot H-
skóre nad 200. Reprezentativní příklady výsledků IHC analýzy jsou uvedeny v Obr. 9. 
 
Obr. 9. Příklady imunohistochemického barvení protilátkou proti HNF1B u HGSC ovária. A) 
Kompletní negativita jaderné exprese HNF1B v nádorových buňkách (200x). B) Fokální 








Pro potřeby chí-kvadrát testů a analýz přežití byly hodnoty H-skóre u všech případů 
kategorizovány do dvou skupin s ohledem na medián dosažených hodnot (skupina 1: H-skóre 
0–19; skupina 2: H-skóre 20–300). Biostatistické analýzy prokázaly, že vyšší exprese HNF1B 
byla pozitivně asociována s lymfovaskulární invazí (p = 0.025) (Tab. 8). Pro žádný z dalších 
testovaných klinicko-patologických parametrů nebyl prokázán statisticky významný vztah s 
expresí HNF1B.  
Analýzy přežití v závislosti na expresi HNF1B byly provedeny pro všechny tři 
sledované parametry (DFS, LFS, MFS) a výsledky pro žádný z parametrů nedosáhly statistické 
významnosti. Pro DFS byl nicméně pozorován trend naznačující asociaci mezi nižší expresí 
HNF1B a vyšší pravděpodobností delšího DFS (Obr. 10).  
Obr. 10. Kaplan-Meierovy křivky pravděpodobnosti přežití bez nemoci v závislosti na 
kategorizované expresi HNF1B (H-skóre). HNF1B skupina 1: H-skóre 0-19; skupina 2: H-





Tabulka 8. Vztah mezi expresí HNF1B (H-skóre) a klinicko-patologickými charakteristikami 
u 122 případů HGSC 












 Věk (průměr = 
59, medián = 60) 
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  Ne 21 5.0 0   19 2   
a Data nebyla dostupná pro všechny případy; b p – hodnoty jsou založeny na výsledcích Mann-
Whitney U-testu nebo Kruskal-Wallisova H-testu; c p – hodnoty jsou založeny na výsledcích 
Pearsonova chí-kvadrát testu; d p – hodnoty jsou založeny na výsledcích Fisherova exaktního 







4.2.2. Mutační analýza   
Mutační analýza genu HNF1B byla úspěšně provedena u 61 FT vzorků nádorové tkáně. 
U jednoho z analyzovaných případů [1/61 (1.6 %)] byla identifikována somatická nonsense 
mutace NM_000458.2: c.1063C>T, p.(Q355X) s frekvencí variantní alely 68 %. Tento případ 
byl zcela negativní v imunohistochemickém průkazu HNF1B (H-skóre: 0).  
Žádný z analyzovaných SNP (rs4430796, rs7527210, rs7405776) nebyl signifikantně 
asociovaný s IHC expresí HNF1B (Tab. 8) či s metylací promotoru HNF1B (Tab. 9).  
 
4.2.3. Metylační analýza   
Analýza metylace promotoru genu HNF1B byla úspěšně provedena u 67 FT vzorků 
nádorové tkáně. Metylace promotoru HNF1B byla detekována u 26/67 (38.8 %) případů, 
přičemž dle biostatistických analýz nebyl metylační status významně asociovaný se žádným ze 
sledovaných klinicko-patologických parametrů (Tab. 9).  
Výsledky metylační analýzy provedené na našem souboru nádorů byla také porovnány 
s daty získanými z TCGA, která byla stažena prostřednictvím portálu Mexpress. Soubor nádorů 
získaný z TCGA zahrnoval 569 případů označených jako „serózní 
cystadenokarcinom“ s uvedeným stádiem, gradem a metylačním stavem. Metylační stav byl 
získán s využitím lokusu cg12788467 (pozice relativní k TSS je ‑238, GRCh37), který byl také 
zahrnut v námi analyzované oblasti promotoru. Tento lokus byl označen jako hypermetylovaný 
v případě, že jeho β hodnota přesáhla 0.3 (Cancer Genome Atlas Research 2015). Na základě 









Tabulka 9. Vztah mezi metylací promotoru HNF1B a vybranými klinicko-patologickými 
charakteristikami u 67 případů HGSC.  








  <60 16 20 
 





  I 1 4 
 
  II 2 3 
 
  III 17 27 
 
  IV 6 6 
 
Lymfovaskulární invazea   0.778 
  Ano 12 26 
 
  Ne 5 9 
 
Neoadjuvantní terapie   0.478 
  Ano 5 11 
 
  Ne 21 30 
 
Lokální recidivaa   0.252 
  Ano 14 19 
 
  Ne 6 16 
 
Vzdálená recidivaa   0.878 
  Ano 11 20 
 
  Ne 9 15 
 
rs4430796a   0.615 
  Ano 16 28 
 





  Ano 19 33 
 
  Ne 6 7 
 
rs7405776a   0.614 
  Ano 16 28 
 
  Ne 9 12   
aData nebyla dostupná pro všechny případy. 


















4.3. Nádory ledvin  
4.3.1. Imunohistochemické vyšetření a biostatistické analýzy  
Výsledky imunuhistochemické analýzy ukázaly, že mezi všemi čtyřmi typy 
analyzovaných nádorů ledvin byly významné rozdíly v rozsahu a intenzitě IHC exprese HNF1B 
(p < 0.001). Dosažené úrovně exprese u jednotlivých typů nádorů hodnocené prostřednictvím 
H-skóre jsou uvedené v Tab. 10.  
 
Tabulka 10: Vztah mezi expresí HNF1B a typem nádoru u 130 případů renálního karcinomu 
          kategorizované H-skóre 















Diagnóza        < 0.001    0.004 
 ccRCC 93 201.3 250 
 22 18 53  
 chRCC 11 35.5 0 
 9 2 0  
 papRCC 17 201.8 270 
 5 3 9  
  RO 9 162.2 170   3 3 3   
ccRCC – světlobuněčný renální karcinom, chRCC – chromofobní renální karcinom, papRCC 
– papilární renální karcinom, RO – renální onkocytom  
a – p - hodnoty jsou založené na výsledcích Mann-Whitney U-testu nebo Kruskal-Wallis H-
testu 
b – p – jsou založené na výsledcích Pearsonova chí-kvadrát testu (kategorizovaná exprese) 
 
 
Ve skupině ccRCC, papRCC a RO vykazovaly prakticky všechny případy určitou 
úroveň homogenní, jaderné pozitivity HNF1B, zatímco téměř všechny nádory ze skupiny 
chRCC byly zcela negativní (s výjimkou pouze dvou případů, kdy byla pozorována slabá až 
středně silná pozitivita). Reprezentativní příklady výsledků IHC barvení s protilátkou proti 




Obr. 11. Příklady výsledků imunohistochemického barvení protilátkou proti HNF1B u nádorů 
ledvin. A) Difúzní silná jaderná pozitivita HNF1B u ccRCC (100x). B) Ojedinělá slabá 
pozitivita exprese HNF1B a převažující kompletní negativita u jiného případu ccRCC (100x). 
C) Ojedinělá slabá pozitivita exprese HNF1B a převažující kompletní negativita u chRCC 










Vzhledem k zaznamenaným rozdílům v IHC expresi mezi jednotlivými typy nádorů 
ledvin byly provedeny post-hoc testy, které ukázaly na statisticky významné rozdíly zejména 
mezi skupinou chRCC a ccRCC (p < 0.001) a také mezi skupinou chRCC a papRCC (p < 0.001). 
Mezi skupinou RO a ostatními typy nádorů nebyl prokázán významný rozdíl. Rozdílné 
výsledky exprese HNF1B u jednotlivých typů nádorů jsou znázorněné v Tab. 10  a Obr. 12, kde 
je také zvýrazněn nerovnoměrný počet případů v jednotlivých skupinách.  
 
Obr. 12. Rozdílná exprese HNF1B (H-skóre) ve vztahu k jednotlivým typům nádorů ledvin. 
Analýza je založena na 130 případech renálního karcinomu (ccRCC: n = 93, chRCC: n = 11, 
papRCC: n = 17, RO: n = 9). Kruskal-Wallisův H-test: H (3,130) = 21.96, p < 0.001. Jeden bod 







Vzhledem k nerovnoměrnému počtu případů v jednotlivých skupinách nádorů (a 
v některých případech také k jejich limitovanému počtu) byla dále analyzovaná asociace mezi 
expresí HNF1B a klinicko-patologickými charakteristikami pouze pro tu nejpočetnější skupinu 
nádorů ledvin – ccRCC (n = 93). Pro potřeby chí-kvadrát testů byly hodnoty H-skóre u všech 
případů kategorizovány do celkem tří skupin (skupina 1: H-skóre 0–100; skupina 2: H-skóre 
101–200; skupina 3: H-skóre 201-300).  
Výsledky analýz jsou shrnuty v Tab. 11. Exprese HNF1B byla signifikantně asociovaná 
s gradem nádorů (p = 0.002), kdy nižší exprese HNF1B korelovala s vyšším gradem nádoru. 
Následně doplněné post-hoc testy pro znázornění rozdílů mezi jednotlivými skupinami ukázaly 
tyto výsledky: G1 vs. G2 (p = 0.032), G1 vs. G3 (p = 0.019), G1 vs. G4 (p = 0.025), G2 vs. G3 
(p > 0.05), G2 vs. G4 (p > 0.05), G3 vs. G4 (p > 0.05) (Obr. 13). Výsledky pro žádný z dalších 
hodnocených parametrů (věk, pohlaví, T stádium nádoru, přítomnost lymfovaskulární invaze, 
metastáz, recidivy, přítomnost specifických SNP HNF1B) nedosáhly statistické významnosti. 
Zajímavým zjištěním byl nicméně fakt, že při porovnání nádorů v T1a (nádor o velikosti do 4 
cm včetně) a T1b stádiu (nádor větší než 4 cm, ale menší než 7 cm) byl pozorován významný 
rozdíl v dosažených hodnotách H-skóre mezi těmito dvěma skupinami (vzhledem k nízkému 
počtu případů ve vyšších T stádiích by nebylo zahrnutí těchto stádií do analýz racionální). 
Nádory ve skupině T1a vykazovaly vyšší expresi HNF1B než nádory ve skupině T1b (pT1a: 
průměr = 235.8, medián = 280; pT1b: průměr = 181.0, medián = 185, p = 0.046).  
Vzhledem k tomu, že v početně největší skupině nádorů ccRCC bylo zaznamenáno 
celkem pouze 8/93 případů lokální či vzdálené recidivy onemocnění by analýzy přežití 







Tab. 11: Vztah mezi expresí HNF1B a klinicko-patologickými charakteristikami u 93 případů 
ccRCC 
           kategorizované H-skóre 















Pohlaví     0.617    0.399 
 Muž 54 198.2 240 
 
12 13 29  
 Žena 39 205.8 250 
 10 5 24  
Věk 
    0.849    0.414 
(průměr = 63, 
medián = 65) ˂ 65 44 198.9 240  8 8 28  
 ≥ 65 49 203.5 260  14 10 25  
pT klasifikace     0.094    0.360 
 pT1 70 212.4 265  15 11 44  
 pT2 6 141.7 145  2 2 2  
 pT3 17 177.1 170  5 5 7  
Grade     0.002    0.012 
 G1 22 255.5 300  2 2 18  
 G2 53 196.1 240  14 9 30  
 G3 13 167.7 170  3 6 4  
 G4 5 106.0 50  3 1 1  
Lymfovaskulární 
invaze*     0.264    0.558 
 Yes 15 177.3 200  5 3 7  
 No 75 207.1 260  16 14 45  
Metastázy*     0.121    0.135 
 Yes 10 158.0 140  3 4 3  
 No 81 207.8 250  18 14 49  
Recidiva*     0.458    0.899 
 Yes 8 183.8 210  2 2 4  
 No 83 204.1 250  19 16 48  
rs4430796*     0.727    0.951 
 Yes 31 207.7 270  6 2 21  
 No 8 276.3 295  0 1 5  
rs757210*     0.384    0.528 
 Yes 36 216.1 275  0 0 3  
  No 3 290.0 290   6 3 23   
 
* – data nebyla dostupná pro všechny případy 
a – p - hodnoty jsou založené na výsledcích Mann-Whitney U-testu nebo Kruskal-Wallis H-
testu 







Obr. 13. Variabilita exprese HNF1B (H-skóre) ve vztahu ke gradu nádoru. Analýza je založena 
na 93 případech ccRCC (G1: n = 22, G2: n = 53, G3: n = 15, G4: n = 5). Kruskal-Wallisův H-
test: H (3,93) = 14.50, p = 0.002. Jeden bod v grafu může představovat více než jeden případ.    
  
 
4.3.2. Mutační analýza 
Mutační analýza byla úspěšně provedena u 53 vzorků nádorové tkáně (39 ccRCC, 2 
papRCC, 3chRCC a 90 RO) a 42 vzorků korespondující nenádorové tkáně. V žádném 
z analyzovaných případů nebyly v kódujících oblastech HNF1B a jejich přilehlých úsecích 
identifikovány varianty třídy 3 – 5.  
V rámci mutační analýzy jsme se zaměřili také na přítomnost SNP rs4430796 a 
rs7527210 a jejich asociaci s expresí HNF1B, nicméně biostatistické analýzy neprokázaly mezi 





4.3.3. Metylační analýza  
Metylační analýza byla úspěšně provedena u celkem 53 vzorků nádorové tkáně (složení 
viz výše) a 39 vzorků korespondující nenádorové tkáně, které prodělaly bisulfitovou konverzi 
DNA. V případě nádorů ledvin zahrnovala amplifikovaná oblast promotoru HNF1B také 
specifické CpG ostrůvky (umístěné od TSS genu HNF1B na pozici – 238, - 240 a - 267 bp), 
které jsou dle dat získaných z TCGA nejvíce asociované s expresí HNF1B (hodnocené na 
úrovni mRNA) v nádorech ledvin.  
Metylace promotoru byla identifikována u 2/39 ccRCC (5.1 %) a 1/9 (11.1 %) RO. Ve 
všech třech případech se jednalo o slabou metylaci (5 – 10 %, H-skóre těchto nádorů bylo 300 
a 10 v případě ccRCC, 300 v případě RO). Korespondující párová nenádorová tkáň byla 
dostupná pouze pro jeden z metylovaných ccRCC a v tomto vzorku nebyla metylace 
detekována.  
Analýzu přítomnosti metylace jsme provedli i na souboru ledvin získaném z TCGA, 
který zahrnoval 480 případů ccRCC, 321 papRCC a 66 chRCC. Výsledky metylační analýzy 
byly staženy prostřednictvím Mexpress a jsou uvedeny v Obr. 14 v podobě teplotní mapy. 
Metylace proximální promotorové oblasti byla zaznamenána u 2/480 ccRCC, 1/321 papRCC a 










Obr. 14. Výsledky metylační analýzy souboru nádorů ledvin získaného z TCGA databáze. 
Vizualizovaná data výsledků metylační analýzy všech CpG ostrůvků HNF1B lokusů byla 
stažena prostřednictvím Mexpress. Každý řádek představuje jeden vzorek nádorové tkáně, 
každý sloupec představuje jeden ze 27 analyzovaných CpG ostrůvků. Číselná označení nad 
sloupečky indikuje pozici daného CpG ostrůvku od TSS genu HNF1B. Tři z analyzovaných 







4.4. Nádorové a nenádorové léze prostaty  
4.4.1. Imunohistochemické vyšetření a biostatistické analýzy   
Pozorované hodnoty exprese HNF1B byly obecně u vzorků karcinomu prostaty (PC) i 
adenomyomatózní hyperplázie (AH) velmi nízké a jsou uvedené v Tab. 12 a Tab. 13. U 
karcinomu prostaty se hodnoty H-skóre pohybovaly v rozmezí 0 – 160, přičemž průměrné H-
skóre bylo 19.5. Obdobně nízká exprese HNF1B byla zaznamenána i u adenomyomatózní 
hyperplázie, kde bylo průměrné H-skóre 11.7. Reprezentativní ukázky IHC barvení HNF1B 
jsou uvedeny v Obr. 15. Mezi expresí u karcinomu prostaty a adenomyomatózní hyperplázie 
nebyl statisticky významný rozdíl (p = 0.925).  
 
Tabulka 12. Vztah mezi expresí HNF1B (H-skóre) a typem léze u 119 případů nádorových a 
nenádorových lézí  
Typ léze n 
HNF1B 
 průměr ± SD 
HNF1B 
 medián 
p – hodnota  
    0.925 
PC 101 19.5 ± 36.6 0  
AH 18 11.7 ± 16.9 0   
PC – karcinom prostaty, AH – adenomyomatózní hyperplázie 
 
Pro potřeby chí-kvadrát testů a analýz přežití byly hodnoty H-skóre u všech případů 
kategorizovány do dvou skupin (skupina 1: H-skóre < 10; skupina 2: H-skóre ≥ 10). Provedené 
analýzy ukázaly, že exprese HNF1B nebyla významně asociovaná se žádným ze sledovaných 
parametrů (Tab. 13). Hodnocené klinicko-patologické parametry zahrnovaly věk pacienta, 
stádium onemocnění, Gleasonovo skóre, přítomnost nádoru v resekčních okrajích, 
lymfovaskulární invazi, přítomnost vzdálených metastáz, naměřené hodnoty PSA před operací, 







Tabulka 13: Vztah mezi expresí HNF1B (H-skóre) a klinicko-patologickými 
charakteristikami u 101 případů karcinomu prostaty.  
Charakteristika Skupina n 
HNF1B HNF1B 
p - hodnota 
průměr ± SD  medián 
Věk  
   0.728 
 ˂ 66 53 17.8 ± 35.3 0  
 ≥ 66 48 21.4 ± 38.3 0  
Staging     0.871 
 T1+2 49 22.2 ± 41.0 0  
 T3+4 52 16.6 ± 32.0 0  
Gleasonovo skóre    0.943 
 Low 16 15.0 ± 25.8 0  
 Intermediární 58 20.1 ± 39.3 0  
 High  27 20.9 ± 38.1 0  
Resekční okraje    0.887 
 R0 67 18.7 ± 34.2 0  
 R1 34 21.1 ± 42.5 0  
Lymfovaskulární invaze    0.229 
 Ano 20 24.0 ± 37.0 2  
 Ne 81 18.4 ± 37.1 0  
Perineurální invaze    0.163 
 Ano 86 21.4 ± 38.0 0  
 Ne 15 8.6 ± 28.5 0  
Metastázy*    0.824 
 Ano 4 17.5 ± 35.0 0  
 Ne 93 19.1 ± 37.3 0  
Preoperativní hodnoty PSA (ng/ml)*   0.293 
 ≤ 4 8 23.8 ± 38.9 5  
 4.1-10 54 14.4 ± 34.6 0  
 10.1-20 10 20.0 ± 27.5 5  
 > 20 11 27.3 ± 49.4 0  
Metylace*    0.335 
 Ano 28  11.2 ± 26.8 0  
 Ne 24 30.0 ± 51.4 0  
rs4430796*    0.969 
 Ano 44 19.4 ± 41.1 0  
 Ne 8 22.5 ± 41.6 0  
Biochemická recidiva*    0.373 
 Ano 20 26.1 ± 42.1 0  
  Ne 75 17.1 ± 36.0 0   
 





Obr. 15. Příklady imunohistochemické exprese HNF1B u lézí prostaty. A) Kompletní 
negativita barvení u adenomyomatózní hyperplázie (100x). B) Kompletní negativita barvení u 
karcinomu prostaty (200x). C) Difúzní slabá exprese u jiného případy karcinomu prostaty 
(100x). D) Variabilní slabá až fokálně silná jaderná exprese u případu karcinomu prostaty s GS 
8 (200x).  
 
 
Biochemická recidiva byla definována jako nárůst sérových hladin PSA ≥ 0.2 ng/ml po 
provedení radikální prostatektomie. Jako datum biochemické recidivy bylo použito první datum 
po operaci, kdy pooperační hodnoty PSA v séru pacienta poprvé dosáhly stanovené koncentrace. 




pacientů s dostupným klinickým follow-up. Medián doby, po které došlo k biochemické 
recidivě, byl 53 měsíců. Prognostický význam biochemické recidivy byl stanovený pomocí uni- 
a multivariátních analýz v rámci Kaplan-Meierova modelu a Coxova modelu proporcionálních 
rizik. Rozdíly v křivkách přežití byly hodnoceny s využitím log-rank testu. V univariátním 
modelu byla biochemická recidiva statisticky významně spojená s předoperačními hodnotami 
PSA (p = 0.001), pozitivními resekčními okraji (p = 0.022), Gleasonovým skóre (p = 0.012) a 
s přítomností lymfovaskulární invaze (p = 0.045). V multivariátním modelu si významnost 
zachovaly předoperační hodnoty PSA (p = 0.012) a pozitivita resekčních okrajů (p = 0.022). 















Obr. 16. Kaplan-Meierovy křivky pravděpodobnosti přežití bez biochemické recidivy 
v závislosti na expresi HNF1B (H-skóre) u 91 případů karcinomu prostaty. H-skóre je 
kategorizované do 2 skupin: skupina 1 = H-skóre < 10, skupina 2 = H-skóre ≥ 10. Počet 






4.4.2. Mutační analýza  
Mutační analýza byla úspěšně provedena u celkem 77 PC a 14 AH. V jednom 
z analyzovaných PC (1/77, 1.3 %) byla identifikována dosud nepopsaná somatická mutace genu 
HNF1B nejistého významu NM_000458.2: c.232G > C, p.E78Q, frekvence mutantní alely = 
6.4 %. V datech získaných z TCGA byla identifikovaná pouze jedna missense mutace v genu 
HNF1B (NM_00458.4: c.853G > A, p.G285S), která je v databázi ClinVar popisovaná jako 
pravděpodobně patogenní.  
Kvalitní FT materiál (55 PC, 18 AH) byl také využitý pro analýzu intronového 
polymorfismu rs4430796 (G/A) pomocí amplikonového sekvenování nové generace. 
Zaznamenané frekvence homozygotů GG (15.1 % PC; 14.3 % AH), AA (24.5 % PC; 21.4 % 
AH) a heterozygotů AG (60.4 % PC; 64.3 % AH) byly u obou skupin lézí obdobné, stejně jako 
celková frekvence alel G/A (A: 53.2 %; G: 46.8 %). Tento nález je v souladu s obecnými 
populačními daty získanými z databáze 1000Genomes (https://www.internationalgenome.org; 
A: 55.4 %, G: 44.6 %).  
 
4.2.3. Metylační analýza  
Analýza metylace promotoru HNF1B byla úspěšně provedena u 53 PC a 16 AH. 
Metylace promotoru byla zaznamenána u 29/53 (55 %) PC a 1/16 (6 %) AH, a byla tak mnohem 
častější u karcinomu prostaty než u adenomyomatózní hyperplázie (p < 0.001). Mezi metylací 
promotoru a expresí HNF1B nebyl potvrzen žádný statisticky významný vztah (p = 0.217).  
Metylace promotoru HNF1B byla významně asociovaná s karcinomy vyššího T stádia 
(T3 + T4) v porovnání s karcinomy nižšího stádia (T1 + T2). Dále byla exprese také spojená 
s vyšším Gleasonovým skóre (intermediární a high grade) (Tab. 14).  
Data z TCGA obsahovala informace o metylačním stavu 491 karcinomů prostaty, 
přičemž metylace promotoru byla zaznamenána u 231/491 (47 %) případů. Metylované případy 




0.001). Exprese HNF1B na mRNA úrovni byla také významně asociovaná s Gleasonovým 
skóre, kdy byly snížené hladiny exprese spojené s vyšším skóre.  
 
Tabulka 14. Vztah mezi metylačním stavem HNF1B a klinicko-patologickými 
charakteristikami u 53 případů karcinomu prostaty. Statisticky signifikantní p – hodnoty jsou 
zvýrazněny tučně.  
Charakteristika metylovaný nemetylovaný p - hodnota 
Věk   0.63 
˂ 66 15 14  
≥ 66 14 10  
Staging   0.002 
T1+2 6 15  
T3+4 23 9  
Gleasonovo skóre   0.034 
Low grade 1 4  
Medium grade 18 18  
High grade 10 2  
Resekční okraje   0.858 
R0 20 16  
R1 9 8  
Lymfovaskulární invaze   0.127 
Ano 7 2  
Ne 22 22  
Perineurální invaze   0.532 
Ano 25 22  
Ne 4 2  
Preoperativní hodnoty PSA (ng/ml)   0.989 
≤ 4 2 2  
4.1-10 20 16  
10.1-20 4 3  
> 20 3 3  
rs4430796   0.631 
Ano 24 21  
Ne 5 3  
Biochemická recidiva*   0.917 
Ano 5 4  
Ne 22 19  










5. DISKUZE  
HNF1B je transkripční faktor, který hraje zásadní roli v embryologickém vývoji řady 
orgánů, zejména ledvin, pankreatobiliárního a gastrointestinálního traktu (Lau et al. 2018; 
Rezanejad et al. 2018). V souvislosti s jeho ontogenetickým významem je v poslední době 
diskutován i jeho význam z hlediska vzniku, progrese a potenciálně také chemorezistence 
určitých nádorových onemocnění. Mezi nádory, které jsou nejvíce spojovány s účastí HNF1B, 
patří zejména karcinomy se světlobuněčným fenotypem (ccRCC, OCCC), vzhledem k tomu, 
že více než 90 % z těchto nádorů vykazuje silnou IHC HNF1B pozitivitu (Senkel et al. 2005; 
Kobel et al. 2009; Buchner et al. 2010; Cuff et al. 2013; Amano et al. 2015; Nemejcova et al. 
2016).  
V této práci jsme provedli komplexní retrospektivní analýzu vlivu a role, kterou HNF1B 
hraje u vybraných nádorových a nenádorových lézí, zejména s ohledem na expresi HNF1B, 
jeho genetických a epigenetických změn a možného využití HNF1B jako markeru 
v diferenciální diagnostice či jako prognostického a prediktivního markeru.  
 
Imunohistochemická analýza HNF1B ve skupině nádorů tlustého střeva potvrdila silnou, 
difúzní pozitivitu HNF1B v nenádorové sliznici tlustého střeva. Tento nález není překvapivý, 
vzhledem k tomu, že HNF1B se významným způsobem podílí na embryologické diferenciaci 
viscerálního endodermu, a tím pádem hraje roli i ve vývoji epitelií tlustého střeva (zejména 
v rámci jejich terminální diferenciace) (Suaud et al. 1997). Recentní práce autorů Yang et al. 
uvádí, že HNF1B se v normálním epitelu tlustého střeva vyskytuje v hojném množství a v rámci 
buněčné regulace zde úzce spolupracuje s CDX2, se kterým společně řídí transkripční 
programy zodpovědné za dynamickou obnovu střevního epitelu (Yang et al. 2016). 
Ontogenetický význam HNF1B pro správný vývoj střeva byl také potvrzen ve studii, která na 




morfologickým vývojem střeva, ale funkčními defekty, germinální deficit HNF1B vedl 
k porušené diferenciaci extraembryonálního viscerálního endodermu a byl tak letální 
(D'Angelo et al. 2010).  
Silná difúzní pozitivita HNF1B byla na našem souboru pozorována také u adenomů 
tlustého střeva (s low i high grade dysplastickými změnami). Při porovnání exprese HNF1B u 
adenomů a karcinomů byla IHC pozitivita HNF1B pozitivně asociovaná s benigní diagnózou, 
což naznačuje, že v případě lézí tlustého střeva by HNF1B mohl hrát roli tumorsupresoru a mít 
tak protektivní vliv. Tato nižší exprese HNF1B u kolorektálních karcinomů ve srovnání 
s adenomy by mohla být následkem porušené diferenciace intestinálních epitelií, která je dle 
literárních údajů řízená komplexní sítí navzájem interagujících transkripčních faktorů, mezi 
které patří zejména HNF1, CDX2 a GATA 4 (Yang et al. 2016). 
Snížená exprese HNF1B u kolorektálních karcinomů byla statisticky významně 
asociovaná s rekurencí (p = 0.043), nepříznivou prognózou a s kratším DFS (p = 0.014). Tento 
vliv HNF1B v kontextu kolorektálního karcinomu by mohl souviset s některými základními 
biologickými funkcemi tohoto transkripčního faktoru. HNF1B (a síť HNF1B-asociovaných 
genů zahrnující více než 30 genů, zejména FLRT3 a SLC14A1) se totiž významně podílí na 
regulaci procesu chemotaxe a cadherinem zprostředkované adheze ke složkám extracelulární 
matrix. To vedlo k závěru, že HNF1B by mohl pracovat jako kontrolní spínač, který u 
normálních nenádorových tkání za správných okolností brání procesu epitelo-mezenchymální 
tranzice (Ross-Adams et al. 2016). Snížená exprese HNF1B pozorovaná u lokálně 
pokročilejších kolorektálních karcinomů a u rekurentního onemocnění by tedy mohla být 
způsobena invazivnějším fenotypem těchto maligních nádorů, který je spojený s poklesem či 





Co se týče části práce věnované nádorům ledvin, imunohistochemická exprese HNF1B 
v nenádorovém parenchymu ledvin již byla detailně popsána. V adultním renálním parenchymu 
je silná exprese HNF1B zachována v epiteliích renálních tubulů a také v buňkách vystýlajících 
Bowmannovo pouzdro, zatímco struktury glomerulu a okolní stromální tkáně jsou v IHC 
průkazu HNF1B negativní (Buchner et al. 2010). Výsledky naší IHC analýzy v nádorech ledvin 
ukázaly, že se exprese HNF1B mezi jednotlivými typy nádorů významně liší.  
Nejnižší exprese HNF1B byla pozorována u skupiny chRCC, kde se jednalo buď o 
výrazně slabou expresi, nebo častěji o zcela chybějící expresi. Náš soubor chRCC je ovšem 
kvantitativně limitovaný a pro lepší hodnocení toho, do jaké míry je exprese HNF1B u těchto 
nádorů skutečně downregulovaná, by bylo nutné provést analýzu na větším souboru. Naše 
výsledky jsou nicméně v souladu s nálezy publikovanými Szponarem et al., kteří u jejich 
souboru 21 chRCC nepozorovali vůbec žádnou pozitivitu HNF1B (Szponar et al. 2011). 
Obdobné výsledky byly popsány i v jiné studii, kde u skupiny 18 chRCC autoři uvádí významně 
sníženou expresi HNF1B u 16/18 (89 %) případů (Wang et al. 2013).  
Chromofobní renální karcinom je na molekulárně genetické úrovni charakterizovaný 
zejména specifickými aneuploidiemi, které vedou ke ztrátě celých kopií chromozomů 1, 2, 6, 
10, 13 a především chromozomu 17, kde je lokalizovaný také gen HNF1B (Lebrun et al. 2005). 
V jedné studii věnované problematice vzniku chRCC byla u většiny případů popsána 
downregulace exprese HNF1B na úrovni mRNA i proteinu, přičemž snížená exprese HNF1B 
u pacientů s chRCC silně korelovala s aneuploidií (Sun et al. 2017). Stejní autoři také poukazují 
na roli, kterou v patogenezi chRCC hraje dodatečná ztráta TP53, jež by mohla nádorovým 
buňkám napomáhat v potlačení senescence a programované smrti. Kombinace ztráty HNF1B a 
mutací TP53 tak zvyšuje úroveň buněčné proliferace a aneuplodie, což u chRCC vede ke vzniku 




Nejvyšší hodnoty exprese HNF1B jsme zaznamenali u skupiny papilárních renálních 
karcinomů, které byly těsně následovány skupinou světlobuněčných renálních karcinomů. Oba 
typy nádorů si tak byly z hlediska exprese HNF1B velmi podobné, navzdory tomu, že 
pravděpodobný mechanismus patogeneze těchto typů nádorů ledvin je diametrálně odlišný.  
Papilární renální karcinomy jsou na molekulárně genetické úrovni charakterizované 
specifickými trisomiemi a tetrasomiemi týkajícími se zejména chromozomů 7 a 17, kdy jsou 
s patogenezí papRCC spojované především alterace zde lokalizovaných genů MET (7q31) a 
HNF1B. Amplifikace a následná overexprese MET je asociovaná s porušenou diferenciací 
postižených buněk, která je spojená se změnami v počtu kopií segmentů DNA (především jejich 
nárůstu) či s amplifikací na chromozomu 17. Tyto změny vedou ke konstitutivní overexpresi 
HNF1B, jež dále podporuje proliferaci buněk s opožděnou či zcela pozastavenou diferenciací, 
což by mohlo představovat jeden ze základních kroků v postupné progresi vzniku papRCC 
(Szponar et al. 2011; Banyai et al. 2018). Naše výsledky ukázaly, že všech 17 případů papRCC 
vykazovalo určitou úroveň HNF1B exprese, přičemž ve většině případů byla exprese silná. 
Variabilní úroveň HNF1B pozitivity byla také popsána Szponarem et al., kteří pozorovali silnou 
IHC pozitivitu HNF1B u 38/67 (57 %) papRCC a také Banyiaem et al., kteří zaznamenali 
středně silnou pozitivitu HNF1B u 47/76 (62 %) papRCC (Szponar et al. 2011; Banyai et al. 
2018). Vzhledem k literárním údajům, které popisují konzistentní silnou IHC expresi HNF1B 
u adultních nádorů embryonálního původu (papRCC, ale také mucinózní tubulární 
vřetenobuněčný karcinom a metanefrický adenom) by tato overexprese HNF1B mohla 
představovat jeden z hnacích mechanismů vzniku papRCC. HNF1B by tak u papRCC mohl mít 
roli protoonkogenu.  
Na rozdíl od papRCC je v případě ccRCC původ nádoru připisován epiteliálním 
buňkám, jež vystýlají proximální tubuly nefronu. V naší skupině ccRCC jsme pozorovali 




s hypotézou, že v porovnání s nenádorovým renálním parenchymem je exprese HNF1B u 
tohoto nádoru sice zachovalá, ale variabilně oslabená (Yu et al. 2015a). Zachovalá exprese je 
také popisována Wangem et al., kteří ji v jejich studii pozorovali u 23/24 (96 %) ccRCC (Wang 
et al. 2013). V rozporu s těmito nálezy je práce Szponara et al., kteří u jejich skupiny 98 ccRCC 
pozorovali jen ojedinělou jadernou pozitivitu HNF1B u několika případů [7/98 (7 %)] (Szponar 
et al. 2011). V naší práci exprese HNF1B u ccRCC významně korelovala s gradem nádoru 
(nižší hodnoty exprese byly spojené s vyšším gradem).  
Asociací mezi sníženou expresí HNF1B a maligním potenciálem ccRCC se zabývali 
také Buchner et al., kteří zkoumali expresi HNF1B na úrovni mRNA u metastáz ccRCC 
(Buchner et al. 2010). Výsledkem bylo zjištění, že downregulace HNF1B byla významně 
spojená s progresí nádoru a se špatnou prognózou, což značí, že HNF1B by mohl být užitečným 
prognostickým faktorem při stratifikaci pacientů s ccRCC. Inaktivace exprese HNF1B dle 
těchto autorů způsobuje deregulaci sítě transkripčních faktorů, což vede k tumorigenezi a 
progresi nádorového onemocnění. V tomto kontextu by tedy role HNF1B u ccRCC mohla 
spočívat ve funkci tumorsupresoru. Tento závěr je nicméně v ostrém kontrastu s popisovanou 
funkcí HNF1B u jiného nádoru, který je také charakterizovaný světlobuněčným fenotypem – 
OCCC. V případě OCCC je totiž naopak běžným nálezem overexprese HNF1B, která je 
spojovaná se vznikem tohoto nádoru (Tsuchiya et al. 2003).  
Naše výsledky analýzy exprese HNF1B u papRCC a ccRCC dále podtrhují rozdílný 
původ těchto nádorů, vzhledem k tomu, že se na patogenezi obou onemocnění podílejí odlišné 
mutace a molekulární signální dráhy. V případě ccRCC je v poslední době diskutován nejen 
význam HNF1B jako potenciálního prognostického faktoru, ale také jeho možné využití na poli 
terapie. Zdá se totiž, že HNF1B se na patogenezi ccRCC podílí zejména prostřednictvím své 




že reaktivace HNF1B a jeho signální funkce by mohla vést k obnovení dysfunkční transkripční 
sítě (Buchner et al. 2010).  
Z hlediska možného využití HNF1B v rutinní diagnostické praxi má důležitý význam 
zejména rozdíl mezi expresí HNF1B u skupiny chRCC a RO. Renální onkocytom je druhý 
nejčastější benigní tumor ledvin a tvoří 3 – 7 % všech nádorových lézí ledvin (Akin et al. 2019). 
Jednou ze základních morfologických charakteristik tohoto nádoru je jemně granulovaná 
eosinofilní cytoplazma, která se může nápadně podobat eosionofilnímu podtypu chRCC a 
rozlišení mezi těmito dvěma nádory tak může být v některých případech obtížné (von 
Brandenstein et al. 2018). Vzhledem k tomu, že biologická povaha těchto dvou nádorů je 
zásadně odlišná, je správná diagnóza nezbytně nutná pro správný pooperační postup a pro 
prognózu pacienta. Naše výsledky IHC exprese HNF1B u těchto dvou skupin nádorů po 
provedení post-hoc testů nicméně nedosáhly statistické významnosti (p = 0.080). V současné 
době tedy stále nebyl indentifikován jednoznačný a spolehlivý IHC marker vhodný pro odlišení 
chRCC a RO. Otázkou možného využití HNF1B za účelem rozlišení mezi chRCC a RO se již 
zabývalo několik publikovaných prací, které jsou ale často provedené na malém počtu případů 
a jejich výsledky nejsou zcela jednoznačné (Szponar et al. 2011; Wang et al. 2013; Conner et 
al. 2015).   
 
Další skupinou nádorů, u které jsme analyzovali expresi HNF1B, byl high grade serózní 
karcinom ovária. V oblasti ženského genitálu se většina publikovaných studií zaměřených na 
problematiku HNF1B soustředí především na OCCC, ačkoliv exprese HNF1B byla popsaná i 
u dalších typů karcinomů ovária, včetně HGSC (Tomassetti et al. 2008; Kalloger et al. 2011). 
HGSC představuje nejčastější karcinom ovária, který má zároveň velmi nepříznivou prognózu. 
Ačkoliv je HGSC poměrně dobře morfologicky definovanou jednotkou s typickými 




přeměnu buněk a napodobuje tak OCCC. Vzhledem k této podobnosti patří záměna těchto dvou 
nádorů mezi možná diagnostická pochybení. Tato skutečnost se může odrážet i v poměrně 
širokém rozmezí udávané incidence OCCC, která sahá od 3 – 12 % všech epiteliálních 
karcinomů ovária v zemích západního světa, přičemž v Japonsku dosahuje udávaná incidence 
až 20 % (to však může souviset i s jinými faktory) (Sugiyama et al. 2000; Itamochi et al. 2008; 
Kobel et al. 2010). Správné rozlišení mezi těmito nádory je přitom pro pacientky naprosto 
zásadní, protože OCCC na rozdíl od HGSC obvykle špatně odpovídá na standardní 
chemoterapeutický režim založený na platinových derivátech a obecně není indikován pro 
léčbu PARP inhibitory.  
S ohledem na diferenciální diagnostiku tedy již existuje celá řada studií, která se 
zabývala odlišnou expresí HNF1B u OCCC a HGSC (Kato et al. 2006; Yamamoto et al. 2007; 
Kobel et al. 2009; Li et al. 2014; Huang et al. 2016). Jejich výsledky ukázaly, že zatímco pro 
OCCC je typická silná, difúzní pozitivita HNF1B, u HGSC je exprese HNF1B buď zcela 
negativní, nebo jen fokální a slabá. Overexprese HNF1B se tak začala využívat v rutinní 
diagnostické praxi jako vysoce specifický marker OCCC, dosahující až 96.2% senzitivity a 95% 
specificity (Kao et al. 2012).   
Analýza IHC exprese HNF1B u našeho souboru 122 HGSC prokázala obecně velmi 
nízké hladiny exprese, kdy byla pozitivita pozorována pouze u 28 případů (23 %), přičemž 
zbytek případů byl zcela negativní. Ačkoliv jsou tyto výsledky v souladu s dosud 
publikovanými daty, která udávají, že exprese HNF1B je u HGSC typicky potlačená, ostatní 
autoři udávají nižší úroveň zaznamenané pozitivity. Huang et al. nalezli pozitivitu HNF1B u 
1/35 (2.9 %) případů, Kao et al. u 3/60 (5 %) případů, Kobel et al. u 4.8 % případů a Li et al. 
popisují expresi HNF1B u 4/30 (13.3 %) případů (Kobel et al. 2009; Kao et al. 2012; Li et al. 
2014; Huang et al. 2016). Vysvětlením pro tuto poměrně nižší udávanou pozitivitu v porovnání 




metodou odkrytí antigenů, jiná metoda vizualizace), či použití jiného postupu pro hodnocení 
exprese.  
U naší skupiny HGSC byly vyšší hodnoty exprese (H-skóre) významně asociovány s 
lymfovaskulární invazí (p = 0.025). Tento výsledek podporuje závěr jiných autorů, kteří uvádí, 
že HNF1B by se mohl podílet na indukci epitelo-mezenchymální tranzice a získání invazivních 
vlastností, které jsou klíčové pro agresivní chování nádoru a proces metastazování (Chaffer et 
al. 2016; Matsui et al. 2016).  
Velmi důležitým aspektem potenciálního významu HNF1B exprese je možnost jeho 
terapeutického využití. V případě OCCC je HNF1B považován za molekulu, která je klíčová 
pro vysoce agresivní biologický fenotyp tohoto nádoru. Rolí HNF1B v nádorovém 
metabolismu se extenzivně zabývali Okamoto et al., kteří uvádí, že HNF1B funguje jako silný 
supresivní regulátor buněčné proliferace (Okamoto et al. 2015). V jejich práci vedlo potlačení 
exprese HNF1B ke snížení exprese CDKN1A a CDKN1B. To naznačuje, že HNF1B negativně 
ovlivňuje buněčnou proliferaci tím, že indukuje expresi významných regulátorů buněčného 
cyklu, jež inhibují progresi G1 fáze. Potlačení exprese HNF1B tak vedlo k výraznému zvýšení 
podílu buněk v S fázi. Tento poznatek by mohl být reflektovaný i v jedné ze základních 
charakteristik růstu OCCC a HGSC. Pro HGSC je totiž typická rapidní proliferace nádorových 
buněk a rychlý růst nádoru, zatímco OCCC obecně roste pomaleji, což by mohlo alespoň 
částečně souviset s popisovanou overexpresí HNF1B. Supresivní vliv HNF1B na proliferaci 
nádorových buněk je zároveň doprovázený posunem jejich metabolismu k preferenčnímu 
využití anaerobní glykolýzy, což je mechanismus, který velmi dobře splňuje metabolické 
nároky nádorových buněk na rychlou proliferaci (Tsuchiya et al. 2003; Amano et al. 2015; 
Okamoto et al. 2015). Tyto výsledky naznačují, že overexprese HNF1B u OCCC není 
zodpovědná za zajištění zvýšené proliferace (jak je patrné u HGSC, jež roste rapidně, ale 




nádorových buněk a umožnění jejich přežití. OCCC totiž na rozdíl od jiných karcinomů ovária 
(s výjimkou endometroidního karcinomu) často vzniká v extrémně metabolicky stresujícím 
prostředí endometriózy a endometroidních cyst, které je bohaté na volné kyslíkové radikály, jež 
představují významný stresový faktor (Komiyama et al. 2006; Cuff & Longacre 2012; Kondi-
Pafiti et al. 2012; Ishibashi et al. 2017; Ayhan et al. 2019; Bas-Esteve et al. 2019). Role HNF1B 
by tak mohla spočívat v potlačení stresových stimulů, které působí na nádorové buňky, čímž 
jim napomáhá dlouhodobě přežít.  
Obdobný závěr je popisovaný v recentní studii autorů Takenaka et al., kteří pracovali se 
skupinou 68 epiteliálních karcinomů ovária (HGSC a OCCC), u kterých hodnotili expresi 
HNF1B a její souvislost s prognózou pacientek (Takenaka et al. 2019). HNF1B se v této studii 
uplatnil i při iniciální centrální revizi zahrnutých případů, kdy bylo za pomoci IHC panelu 
obsahujícího WT1, HNF1B, napsin A, p53 a ER celkem 9 případů HGSC překlasifikováno jako 
OCCC, neboť tyto nádory vykazovaly expresní profil typický pro OCCC. V rámci této studie 
autoři identifikovali malou populaci OCCC (14.8 %), která vykazovala ztrátu exprese HNF1B. 
Chybějící exprese statisticky významně korelovala s lepší odpovědí na platinovou terapii a s 
delším přežitím bez progrese nemoci (progression-free survival, PFS) a celkovým přežitím (OS, 
overall survival) (PFS – p = 0.0194, OS – p = 0.0395), a to i u pacientek s reziduální nádorovou 
masou po stagingovém chirurgickém výkonu. Snížená exprese HNF1B by tak u těchto nádorů 
mohla souviset s chybějícím protektivním vlivem HNF1B nutným pro ochranu nádorových 
buněk proti stresorům zevního prostředí. Ztráta HNF1B by tedy mohla pomoci identifikovat 
podtyp OCCC, které mají o něco lepší prognózu. Zároveň by se mohl HNF1B přímo uplatnit i 
v terapii, kdy by znovunastolení jeho exprese mohlo obnovit jeho inhibiční funkci na proliferaci 
buněk. Vynucená exprese HNF1B u buněčné linie serózního karcinomu ovária totiž vedla ve 
studii Okamoty et al. ke zpomalení růstu buněk a potlačené glykolytické aktivitě (Okamoto et 




Naše práce je také jednou z mála, která se zabývala hodnocením exprese HNF1B na 
imunohistochemické úrovni u lézí prostaty. V naší práci je u adenomyomatózní hyperplázie i u 
karcinomu prostaty exprese HNF1B obecně velmi nízká. Při extenzivní revizi literatury byla 
nalezena pouze jedna studie zaměřená na IHC hodnocení exprese HNF1B u karcinomu prostaty 
(Debiais-Delpech et al. 2014). Její autoři pracovali se skupinou vzorků normální prostatické 
tkáně (n = 91), high grade prostatické intraepiteliální neoplázie (n = 61), klinicky 
lokalizovaného PC (CLC, n = 434), metastáz PC (n = 28) a PC rezistentního ke kastraci (CRC, 
n = 49), u kterých analyzovali expresi HNF1B v souvislosti s progresí nádoru a agresivitou 
onemocnění. Pozitivní exprese HNF1B byla výrazně zvýšená u CRC (pozitivita detekovaná u 
96 %) a metastáz PC (65 %), v porovnání s nízkou expresí zaznamenanou u CLC (23 %). Autoři 
také demonstrovali, že exprese HNF1B na úrovni mRNA i IHC vykazovala pozvolný nárůst 
během progrese PC od prostatické intraepitelální neoplázie k CLC, CRC, a nakonec k 
metastatickému onemocnění. U pacientů s CLC tak zde byla pozitivní exprese HNF1B silně 
asociovaná s proliferací nádorových buněk, progresí nádoru a s karcinomem rezistentním ke 
kastraci.  
Expresí HNF1B hodnocenou imunohistochemicky se také zabývali autoři Dan et al., 
kteří ji hodnotili u myšího modelu acinárního adenokarcinomu prostaty (Dan et al. 2019). Myši 
s karcinomem prostaty v pokročilém stádiu vykazovaly v jejich studii utlumenou expresi 
HNF1B. Jejich výsledky tak potvrzují, že během vzniku a progrese PC dochází ke ztrátě 
původní tumorsupresorové funkce HNF1B, která je zapříčiněná downregulací jeho exprese. 
Obdobný závěr je popisovaný i v další práci, která se zabývala vlivem HNF1B na proliferaci 
nádorových buněk (Lu et al. 2020). Autoři této recentní studie udávají, že HNF1B inhibuje 
rychlost proliferace buněk karcinomu prostaty, neboť overexprese HNF1B v buňkách 
karcinomu prostaty vedla k zástavě buněčného cyklu v G1 fázi a k snížené expresi cyklinu D. 




pravděpodobně uplatňuje jako tumorsupresorový gen. Tato hypotéza je také potvrzena našimi 
výsledky, které ukázaly, že exprese HNF1B je u PC výrazně snížená.  
Potlačenou expresi HNF1B u buněčných linií karcinomu prostaty udávají také Wang et 
al. (Wang et al. 2020). Autoři tento nález dávají do souvislosti s tím, že HNF1B byl recentně 
označen za přímý downstream cíl faktoru EZH2. Obnovená vynucená exprese HNF1B u 
nádorových buněk PC v jejich práci potlačovala rychlý růst nádoru a procesy spojované 
s epitelo-mezenchymální tranzicí (jako je buněčná migrace a invaze), které jsou funkčně 
zprostředkovávané právě vlivem EZH2. Jejich výsledky také ukázaly, že vysoká úroveň 
exprese HNF1B silně predikuje lepší prognózu PC.  
 
Kromě charakteristiky exprese HNF1B na IHC úrovni a jejího významu jsme se 
zabývali také identifikací možných genetických alterací genu HNF1B. Problematika 
somatických či germinálních mutací HNF1B u maligních nádorů je v literatuře (na rozdíl od 
mutací spojovaných s vrozenými malformacemi urogenitálního a pankreatobiliárního systému) 
popisována extrémně vzácně. Objevuje se několik publikací (převážně kazuistik), které se 
zabývají germinálními mutacemi HNF1B asociovanými se vznikem chromofobního renálního 
karcinomu, které obecně poukazují na to, že v případě chRCC má HNF1B pravděpodobně 
tumorsupresorový vliv (Lebrun et al. 2005; Rebouissou et al. 2005). Co se týče somatických 
mutací, informace v literatuře jsou obdobně vzácné. Na základě extenzivní revize literatury byla 
identifikována pouze jedna z našich recentních prací, která popisuje somatické mutace genu 
HNF1B v nádorech ženského pohlavního systému (Nemejcova et al. 2015). V této práci byla 
provedena analýza celých kódujících sekvencí HNF1B, jež odhalila přítomnost jedné klinicky 
relevantní somatické mutace u 1/30 endometroidních karcinomů endometria a jedné missense 




Zatímco v naší skupině adenomů tlustého střeva nebyly identifikovány žádné mutace, 
ve skupině kolorektálních karcinomů byly nalezeny 3/73 (4.1 %) inaktivační somatické mutace 
Dvě z těchto variant byly frameshift mutace se zachovalou imunohistochemickou expresí 
HNF1B, zatímco v třetím případě se jednalo o nonsense mutaci se zachovalou, ale výrazně 
sníženou expresí HNF1B. Zachovalou IHC expresi u prvních dvou případů je možné vysvětlit 
inkompletní inaktivací jedné či obou alel HNF1B, ale také možnou nádorovou heterogenitou.  
Přítomnost a vliv mutací HNF1B na malignity kolorektální oblasti nebyla dosud 
zkoumána. V současné době tedy stále není zcela jasné, jaký vliv by mohly mutace genu 
HNF1B mít na kolorektální karcinogenezi, ačkoliv jsou práce, které naznačují, že HNF1A by 
se mohl podílet na vzniku MSI-high kolorektálního karcinomu (Laurent-Puig et al. 2003). 
Autoři této studie uvádějí, že u jejich skupiny 64 MSI-high kolorektálních karcinomů byly 
mutace HNF1A detekovány u 15 případů (15/64), zatímco u MSS kolorektálních karcinomů a 
adenomů žádné z těchto mutací identifikovány nebyly.  
V naší skupině nádorů ledvin mutační analýza neodhalila přítomnost žádných 
somatických či germinálních variant třídy 3-5. Tento výsledek je v souladu s literárními daty, 
která ukazují, že zatímco již bylo objeveno a popsáno více než sto unikátních germinálních 
mutací HNF1B projevujících se některou formou vzácných vývojových vad ledvin (Madariaga 
et al. 2019), o somatických mutacích HNF1B a jejich významu v karcinogenezi je prozatím 
známo velmi málo. Výjimku představují nečetné kazuistiky a studie uvedené výše (Lebrun et 
al. 2005; Rebouissou et al. 2005), které zmiňují, že vývojové malformace ledvin spojené 
s mutacemi v HNF1B jsou také asociované s predispozicí pro vznik chRCC (Wang et al. 2013).   
V části věnované HGSC ovária jsme u jednoho z analyzovaných případů identifikovali 
dosud nepopsanou somatickou nonsense mutaci. Z našich výsledků tedy vyplývá, že exprese 
HNF1B v HGSC je pravděpodobně regulovaná buď prostřednictvím hypermetylace promotoru, 




prostřednictvím mutací v kódujících sekvencích HNF1B či posttranslačních modifikací genové 
exprese. 
Mutace genu HNF1B byly velmi sporadickým nálezem také u skupiny karcinomů 
prostaty, kde jsme zaznamenali pouze jednu somatickou aberaci, která byla klasifikována jako 
varianta nejistého významu. Obdobný výsledek jsme pozorovali i u skupiny 491 PC získané 
z TCGA, kde byla identifikována jedna somatická mutace (klasifikována jako pravděpodobně 
patogenní). U karcinomu prostaty tedy pravděpodobně není inaktivace funkce HNF1B 
zprostředkována genovými mutacemi.  
 
Mnohem více prostoru než v případě mutací je v literatuře věnováno změnám 
v nekódujících intronových sekvencích HNF1B. Specifické jednonukleotidové polymorfismy 
HNF1B již byly asociovány se zvýšeným rizikem vzniku několika různých nádorů, zejména 
karcinomů endometria, prostaty a ovária (Sun et al. 2008; Shen et al. 2013; Painter et al. 2015; 
Ross-Adams et al. 2016), ale i karcinomu plic, kde je vliv HNF1B spojený s dysregulací Wnt 
signální kaskády (Sun et al. 2011). Další studie jsou zaměřené na vliv SNP HNF1B na prognózu 
vybraných nádorů. Například v případě mnohočetného myelomu bylo popsáno, že varianta 
rs7501939 genu HNF1B je významně spojená s horším celkovým přežitím (Rios-Tamayo et al. 
2016).  
Na základě celogenomových asociačních studií (genome-wide association studies, 
GWAS) bylo identifikováno několik konkrétních SNP HNF1B, pro které se popisuje asociace 
s rizikem vzniku různých karcinomů. Jedná se zejména o rs447096, rs7527210 a několik 
dalších SNP, studovaných zejména v souvislosti s karcinomem prostaty (rs1016990, rs7501939, 
rs11649743, rs7405696, rs4794758 a rs3094509) (Harries et al. 2010; Berndt et al. 2011; Kim 
et al. 2011). Navzdory narůstajícímu počtu publikací, věnovaných problematice SNP HNF1B, 




k tomu jsme se v naší práci věnovali analýze dvou vybraných, nejčastěji popisovaných SNP 
(rs4430796 a rs7527210) s ohledem na stanovení vztahu mezi těmito specifickými intronovými 
sekvencemi a prognózou studovaných maligních nádorů.   
U skupiny kolorektálních karcinomů v našem souboru nebyl v případě SNP rs7527210 
zaznamenán žádný významný vztah s monitorovanými parametry přežití (p = 0.942). 
V literatuře je rs7527210 diskutován zejména v souvislosti s karcinomem ovária a prostaty 
(Ross-Adams et al. 2016),  pro kolorektální karcinom zde nejsou dostupná srovnatelná data. 
V případě rs447096 jsme pozorovali statisticky významné rozdíly v odhadovaném DFS 
v závislosti na třech různých genotypech rs447096, přičemž genotyp GG byl asociovaný 
s nejhorší prognózou. Tyto výsledky jsou v souladu s výsledky studií provedených na jiných 
typech nádorů, kdy zejména v případě karcinomu endometria je GG genotyp spojovaný 
s nejhorším OS (Mandato et al. 2015). Tento nález by mohl souviset s popisovaným vlivem 
overexprese HNF1B na chemorezistenci světlobuněčného karcinomu ovária, neboť G alela je 
v literatuře spojována se sníženou chemosensitivitou k cisplatinové či paklitaxelové toxicitě 
(Shigetomi et al. 2014). Vzhledem k tomu, že v případě kolorektálního karcinomu tvoří 
základní chemoterapeutický adjuvantní režim především fluoropyrimidinové a oxaliplatinové 
preparáty, je tento nález zvláště důležitý (Kountourakis et al. 2016).  
V části práce zaměřené na nádory ledvin také nebyl zaznamenán žádný významný vztah 
mezi SNP rs4430796 a rs757210 a expresí HNF1B. Na základě těchto výsledků lze tedy 
očekávat, že u studovaných případů jsou klíčové události v alteraci HNF1B pravděpodobně 
zprostředkovány jinými mechanismy, nebo prostřednictvím vzácnějších SNP, které nebyly 
v našich analýzách zahrnuty.  
U skupiny HGSC ovária také nebyl žádný z analyzovaných SNP (rs4430796, rs7527210, 
rs7405776) signifikantně asociovaný s IHC expresí HNF1B, ani s metylací promotoru HNF1B. 




identifikovali jako rizikovou alelu rs7405776, která ale nevykazovala statisticky významnou 
asociaci se zvýšenou metylací HNF1B promotoru (potvrzen byl pouze hraniční vztah, p = 0.07) 
(Shen et al. 2013). Naše výsledky jsou tak v souladu s výše uvedenými daty.  
K odlišnému závěru ale došli Ross-Adams et al., jejichž experimentální závěry ukazují, 
že u HGSC byla jimi zkoumaná riziková alela rs757210 G asociovaná s epigenetickou 
inaktivací HNF1B (Ross-Adams et al. 2016). Jedinci nesoucí tuto vysoce rizikovou alelu jsou 
tak predisponováni k procesu EMT, který by mohl být dále podpořen dalšími stresory 
typickými pro nádorové buňky (jako je např. aberantní metabolismus). Autoři dále udávají, že 
dle výsledků jejich funkčních esejí se HNF1B chová jako pro-diferenciační faktor, který 
v nenádorových nemetylovaných tkáních potlačuje epitelo-mezenchymální tranzici a během 
progrese do HGSC je tato jeho tumorsupresorová funkce ztracena. Jednonukleotidové 
polymorfismy v genu HNF1B jsou tak dle nich asociovány s HGSC a OCCC podtypy 
karcinomů ovária zcela opačným způsobem jak na úrovni genetické a epigenetické, tak i na 
úrovni exprese. Tento závěr je v souladu s odhadovanou tumorsupresorovou rolí HNF1B u 
HGSC, a naopak onkogenní rolí u OCCC.  
Význam SNP je zvláště zdůrazňovaný zejména u karcinomu prostaty, neboť PC patří 
mezi nejvíce dědičností ovlivněné malignity.  Problematika SNP a rizika vzniku karcinomu 
prostaty je v odborné literatuře popisována v řadě studií, přičemž do současnosti bylo 
identifikováno více než rizikových 40 lokusů spojených s karcinomem prostaty (Grisanzio et 
al. 2012). Navzdory velkému množství prací, které se této otázce věnují, ovšem stále není role 
a klinický význam vybraných SNP zcela jasná a stejné SNP jsou v různých studiích někdy 
označované buď za rizikové, či naopak za varianty protektivní, což dále podtrhuje komplexnost 
tohoto tématu.  
Nejčastěji je v souvislosti s karcinomem prostaty zmiňovaný SNP rs4430796, na kterém 




provedených GWAS označuje variantu rs4430796 za významný faktor, který je ale dle 
některých autorů označovaný jako protektivní, spojený se sníženým rizikem vzniku PC 
(Thomas et al. 2008; Elliott et al. 2010; Stevens et al. 2010; Berndt et al. 2011; Kim et al. 2011; 
Chornokur et al. 2013; Zhao et al. 2015), zatímco dle jiných autorů se jedná o variantu 
asociovanou se zvýšeným rizikem vzniku PC (Gudmundsson et al. 2007; Sun et al. 2008; 
Grisanzio et al. 2012; Hu et al. 2013). Podobně nejednotné výsledky jsou ale udávány i pro 
variantu rs7405696, která se dle různých prací uplatňuje buď jako rizikový faktor (Berndt et al. 
2011), nebo jako faktor protektivní (Kim et al. 2011). Stejně tak varianta rs7501939 byla 
asociovaná se zvýšeným (Gudmundsson et al. 2007; Kim et al. 2011; Chornokur et al. 2013) i 
sníženým rizikem vzniku PC (Stevens et al. 2010). Další varianty, pro které se uvádí asociace 
se zvýšeným rizikem PC, představují rs11649743 G a rs3760511 G, které byly v jedné studii 
spojovány se sníženou metylací promotoru HNF1B, a tudíž se zvýšenou expresí HNF1B u dvou 
nezávislých klinických kohort (Ross-Adams et al. 2016). 
Na základě množství prací zabývajících se vlivem SNP na karcinom prostaty byla 
recentně publikovaná robustní metaanalýza, která také hodnotila asociaci mezi nejčastěji 
popisovanými variantami HNF1B a rizikem vzniku PC (Tong et al. 2018). Její autoři pracovali 
se souborem čítajícím téměř 35 tisíc pacientů a 56 tisíc kontrol a našli silnou pozitivní asociaci 
s genotypem rs4430796 A, AA a AG, a dále také s genotypy rs7501939 G, rs11649743 G, GG, 
a AG, a s genotypem rs3760511 C. V naší práci jsme se zabývali variantou rs4430796 (G > A), 
přičemž celková frekvence detekovaných alel byla prakticky stejná, jakou udávají data uvedená 
pro obecnou populaci v databázi 1000G. U naší početně limitované skupiny se tak asociace 
polymorfismu rs4430796 s karcinomem prostaty nepotvrdila.  
 
Epigenetické změny jsou jedním ze základních regulačních mechanismů genové 




z nejčastějších epigenetických alterací je DNA metylace, což je reverzibilní proces který 
představuje jeden z potenciálních terapeutických cílů využitelných při cílené protinádorové 
terapii (Bubancova et al. 2017). Aberantní metylace promotorových oblastí určitých 
tumorsupresorových genů vede k útlumu exprese (tzv. silencing) těchto tumorsupresorů, což 
představuje jednu z klíčových událostí iniciace nádorového růstu. Epigenetické alterace jsou 
v procesu kancerogeneze relativně časnou událostí, a proto by se mohly úspěšně uplatnit nejen 
jako neinvazivní biomarker přítomnosti nádorového onemocnění během screeningu, ale také 
jako biomarker v monitorování odpovědi na terapii (Graham et al. 2009).  
U naší skupiny nádorů tlustého střeva byla zaznamenána pouze slabá parciální metylace 
u několika případů, které všechny vykazovaly zachovalou proteinovou expresi HNF1B. 
Metylace promotoru tak v tomto souboru nekorelovala s expresí HNF1B na proteinové úrovni, 
což by mohlo být následkem inkompletní inaktivace genu HNF1B. Metylace promotoru 
HNF1B tedy nebyla v našem souboru častým nálezem, což je v ostrém kontrastu s výsledky 
jedné z několika málo prací, které se touto problematikou zabývaly. Dle těchto autorů je HNF1B 
společně s RUNX3, PCDH10, SFRP5 a IGF2 jedním z pětice genů, které v jejich studii 
vykazovaly nejvyšší průměrná procenta hypermetylace promotoru (Silva et al. 2013). Na 
základě tohoto nálezu autoři dokonce navrhují, že by hypermetylace promotoru HNF1B mohla 
sloužit jako jeden z neinvazivních epigenetických markerů kolorektálního karcinomu. 
Epigenetická inaktivace HNF1B u buněčných linií kolorektálního karcinomu byla popsána také 
v práci autorů Terasawa et al., což dle autorů poukazuje na jeho účast na kolorektální 
karcinogenezi (Terasawa et al. 2006).  
Jedno z možných vysvětlení pro takto odlišné výsledky by mohlo v případě autorů Silva 
et al. spočívat v odlišném metodickém přístupu (autoři pracovali s Methyl-Profiler™ DNA 
Methylation PCR Array systémem). Důležitý je také fakt, že v jejich práci pracovali se 




metylace HNF1B analyzovaná pouze v exonu 1, což by mohlo objasnit odlišné výsledky, 
protože v naší práci byla metylace testována v oblastech, které se nachází upstream od exonu 1 
(Terasawa et al. 2006).   
Ve skupině nádorů ledvin byla metylace promotoru HNF1B nalezena pouze vzácně, což 
je v souladu s daty získanými z TCGA. Oba výsledky tak naznačují, že se na regulaci exprese 
HNF1B v tomto případě pravděpodobně podílí jiné mechanismy než promotorová metylace. 
Nicméně je důležité zmínit, že v naší práci jsme se zabývali pouze oblastí CpG ostrůvku, který 
je dle literárních dat a TCGA nejvíce spojován s HNF1B expresí (Shen et al. 2013) a před tím, 
než bude role metylace v tomto kontextu zcela vyloučena, by bylo nutné provést extenzivnější 
analýzu.  
U skupiny HGSC byla metylace promotoru HNF1B detekována u 38.8 % případů, 
nicméně metylační status nebyl významně asociovaný se žádným ze sledovaných klinicko-
patologických parametrů. Obdobné výsledky metylační analýzy byly publikovány i dalšími 
autory, kteří udávají metylaci v rozmezí 41.3 % (Terasawa et al. 2006) až 50.8 % (Baranova et 
al. 2020). Bubancová et al. se zabývali metylací promotoru HNF1B u různých typů karcinomů 
ovária a identifikovali metylaci u 18/40 (45 %) HGSC (Bubancova et al. 2017). Epigenetický 
„silencing“ HNF1B u HGSC je popisovaný i v práci autorů Shen et al., jejichž metylační data 
ukazují, že kauzální rizikové alely pro HGSC (rs7405776) by mohly predisponovat promotor 
HNF1B k aberantní metylaci, a tím i podporovat vznik serózních, ale ne světlobuněčných 
tumorů (Shen et al. 2013).   
Možným praktickým využitím metylace se u HGSC zabývali autoři recentní studie, 
zaměřené na identifikaci potenciálního metylačního panelu biomarkerů za účelem časné 
detekce HGSC (Baranova et al. 2020). Autoři zkoumali panel čtyř vybraných genů (HNF1B, 
CDH13, PCDH17 a GATA4), který dosáhl jako screeningový marker 100% specificity a 88.5% 




u nádorů pokročilého stádia [27/47 (57.5 %)] než u nádorů časného stádia [4/14 (28.6 %)]. U 
našeho souboru HGSC jsme pozorovali obdobný trend (stádium I/II 30 % vs. stádium III/IV 
41.7 %), který ale nedosáhl statistického významu (p > 0.05). Přítomnost metylace promotoru 
HNF1B už u nádorů v časném stádiu nicméně naznačuje, že by metylace mohla představovat 
slibný marker pro časnou detekci HGSC. Vzhledem k tomu, že HGSC představuje nádor 
s velmi nenápadnými a nespecifickými klinickými symptomy a onemocnění je tak často 
diagnostikováno až v pokročilém stádiu, je identifikace biomarkerů pro časnou diagnostiku 
velmi žádoucí.  
Rolí epigenetické inaktivace u regulace exprese HNF1B jsme se zabývali i u naší 
skupiny karcinomů prostaty. Metylace promotoru HNF1B byla identifikována u 55 % PC, což 
je obdobný výsledek, jaký uvádí data získaná z TCGA (47 %). Metylací promotoru HNF1B se 
zabývali i autoři Ross-Adams et al., kteří u dvou samostatných kohort pacientů s karcinomem 
prostaty (n = 65, n = 36) pozorovali, že tkáně PC byly ve srovnání se zdravými, nenádorovými 
tkáněmi hypermetylované (Ross-Adams et al. 2016). Jejich experimentální data tak ukazují, že 
u karcinomu prostaty a HGSC ovária by se na vzniku nádoru mohly podílet obdobné 
mechanismy. Za účelem identifikace biologických drah, kterých se HNF1B účastní u 
nádorových buněk, autoři generovali stabilní buněčné linie karcinomu prostaty overexprimující 
HNF1B. U několika buněčných linií overexprese HNF1B korespondovala u buněk PC 
s výrazným poklesem proliferace, snížené rychlosti buněčné migrace, výrazným poklesem 
invazivity a s několika dalšími alteracemi, které naznačují, že ztráta exprese HNF1B hraje 
zásadní roli v procesu EMT. Tento závěr byl podpořen skutečností, že u nádorových buněk 







6. ZÁVĚR  
 
HNF1B je tkáňově specifický transkripční faktor, jehož význam pro vznik vývojových 
malformací ledvin a dalších orgánů již byl poměrně dobře a extenzivně popsán, zatímco jeho 
uplatnění v patogenezi solidních nádorů dosud nebylo objasněno. Hlavním cílem této práce je 
prohloubení znalostí o významu změn HNF1B u vybraných solidních nádorů. Zahrnuté typy 
nádorů byly selektovány na základě provedené rešerše literatury, s ohledem na dosavadní 
popisovaný význam HNF1B u karcinogeneze nádorových onemocnění a jeho využití v rutinní 
diagnostické praxi.  
Naše data ukazují, že v rámci diferenciální diagnostiky je na IHC úrovni hlavní význam 
hodnocení exprese HNF1B u nádorů ledvin, zejména v oblasti odlišení chRCC od renálního 
onkocytomu. Další využití je u nádorů ženského genitálu, nicméně poměrně vysoké procento 
exprese u HGSC v našem souboru (v souladu s recentními literárními daty) význam HNF1B v 
této indikaci limituje. Z našich výsledků zároveň ale vyplývá, že se jeho význam zvyšuje, pokud 
zohledníme intenzitu exprese (neboť silná exprese byla nalezena převážně jen u OCCC). 
Potenciální impakt těchto výsledků v klinické praxi by tak mohl spočívat nejen v lepší 
stratifikaci nádorových podtypů a potenciálních nových terapeutických přístupů, ale také 
v lepším porozumění etiologie těchto onemocnění. Z hlediska prognostického významu měla 
IHC exprese HNF1B význam zejména u kolorektálního karcinomu, kde snížená exprese 
korelovala s recidivou a byla spojená s horší prognózou a kratším DFS.  
S ohledem na význam HNF1B v patogenezi nádorů naše výsledky ukázaly, že u 
kolorektálního karcinomu, high grade serózního karcinomu ovária, karcinomu prostaty, 
světlobuněčného a chromofóbního karcinomu ledviny by se HNF1B mohl chovat jako 
tumorsupresor, zatímco u papilárního karcinomu ledviny spíše jako protoonkogen. Vzhledem 




mohl představovat důležitý prognostický faktor umožňující lepší stratifikaci pacientů s ohledem 
na narůstající využití cílené terapie u nádorových onemocnění. Analýzy SNP potvrdily u 
kolorektálního karcinomu asociaci GG fenotypu rs447096 s horší prognózou onemocnění, 
zatímco u ostatních typů nádorů se asociace studovaných polymorfismů s prognózou či rizikem 
vzniku nádoru nepotvrdila. Klíčové události v alteraci HNF1B jsou tak pravděpodobně 
zprostředkovány jinými mechanismy (nebo prostřednictvím vzácnějších SNP, které nebyly v 
našich analýzách zahrnuty). Část práce věnovaná epigenetickým alteracím má význam zejména 
u HGSC, kde byla potvrzená poměrně vysoká úroveň metylace, což v souladu s literaturou 
naznačuje, že by metylace mohla představovat slibný marker pro časnou detekci HGSC.  
Závěrem je ovšem důležité zdůraznit, že za účelem přesného stanovení toho, jakou roli 
hraje HNF1B v biologii vybraných nádorů a objasnění jeho potenciálního prognostického a 



















HNF1B je tkáňově specifický transkripční faktor, který hraje zásadní roli v 
embryonálním vývoji celé řady orgánů, zejména ledvin, gastrointestinálního systému, 
pankreatu a žlučových cest. Zatímco význam HNF1B pro vznik vývojových malformací ledvin 
a dalších orgánů již byl poměrně dobře popsán, jeho uplatnění v patogenezi solidních nádorů 
dosud nebylo objasněno. Dle dostupných dat se ukazuje, že HNF1B se v závislosti na různých 
typech nádorů pravděpodobně může na procesu karcinogeneze podílet buď jako onkogen, nebo 
jako tumorsupresor. Přesný mechanismus, jakým tuto svoji roli uplatňuje, ovšem není jasný.  
Práce je zaměřená na prohloubení znalostí o významu změn HNF1B u vybraných 
solidních nádorů i nenádorových lézí. Jednotlivé cíle zahrnují: 1) objasnění role, kterou HNF1B 
hraje v patogenezi těchto lézí, 2) zhodnocení možného významu HNF1B pro diferenciální 
diagnostiku jednotlivých lézí, 3) analýzu možného prognostického a prediktivního významu 
HNF1B, 4) mutační analýzu genu HNF1B u všech nádorových i nenádorových tkání s cílem 
identifikovat dosud nepopsané somatické patogenní mutace, 5) metylační analýzu promotoru 
genu HNF1B.  
Imunohistochemické vyšetření s protilátkou proti HNF1B bylo provedeno u celkem 516 
vzorků nádorové a nenádorové tkáně. Mutační analýzy zahrnovaly amplikonové sekvenování 
nové generace či panelové sekvenování a byly úspěšně provedeny u 400 vzorků. Analýza 
metylačního stavu promotoru genu HNF1B byla provedena u 321 vzorků. Naše data byla také 
porovnána s daty dostupnými z The Cancer Genome Atlas.  
Hlavní získané výsledky: 1) U adenomů tlustého střeva je exprese HNF1B signifikantně 
vyšší než u karcinomů. 2) Nízká exprese HNF1B u karcinomů tlustého střeva korelovala s 
rekurencí a se zkráceným DFS. 3) Mezi všemi 4 analyzovanými typy nádorů ledvin byly 
výrazné rozdíly v rozsahu exprese HNF1B a její intenzity. 4) U světlobuněčného karcinomu 




high grade serózního karcinomu ovária (HGSC) je exprese HNF1B obecně nízká a vyšší 
exprese byla asociovaná s lymfovaskulární invazí. 6) Metylace promotoru byla u karcinomu 
prostaty spojená s karcinomy vyššího T stádia a s vyšším dosaženým Gleasonovým skóre. 7) 
Celkem jsme nalezli 5 variant genu HNF1B: 3 u kolorektálního karcinomu, 1 u HGSC, 1 u 
karcinomu prostaty.  
V rámci diferenciální diagnostiky je na IHC úrovni hlavní význam hodnocení exprese 
HNF1B u nádorů ledvin, zejména v oblasti odlišení chRCC od renálního onkocytomu. Další 
využití je u nádorů ženského genitálu, nicméně poměrně vysoké procento exprese u HGSC v 
našem souboru význam HNF1B v této indikaci limituje. Z prognostického hlediska měla IHC 
exprese HNF1B význam zejména u kolorektálního karcinomu, kde snížená exprese korelovala 
s recidivou a byla spojená s horší prognózou. S ohledem na význam HNF1B v patogenezi 
nádorů naše výsledky ukázaly, že u kolorektálního karcinomu, HGSC ovária, karcinomu 
prostaty, ccRCC a chRCC ledviny by se HNF1B mohl chovat jako tumorsupresor, zatímco u 
papilárního karcinomu ledviny spíše jako protoonkogen. Část práce věnovaná epigenetickým 
alteracím má význam zejména u HGSC, kde byla potvrzená poměrně vysoká úroveň metylace, 
což v souladu s literaturou naznačuje, že by metylace mohla představovat slibný marker pro 














HNF1B is a tissue-specific transcription factor, which plays a crucial role in the 
embryological development of a number of organs, especially kidneys, gastrointestinal system, 
pancreas and billiary system. While the significance of HNF1B in the development of urinary 
tract malformations has already been well described, its role in the pathogenesis of solid tumors 
has not yet been elucidated. Based on the current data it seems that depending on the type of 
individual tumor HNF1B can either act as an oncogene or a tumor suppressor. However, the 
precise mechanism of how it exerts its influence is still unclear.  
The thesis focuses on expanding the knowledge of the significance of HNF1B changes 
in selected solid tumors and non-neoplastic lesions. The individual goals include: 1) 
determining the role which HNF1B plays in the pathogenesis of these lesions, 2) evaluating the 
significance of HNF1B for differential diagnosis, 3) analysis of the prognostic and predictive 
meaning of HNF1B, 4) mutation analysis of the HNF1B gene in all the tumor and non-tumor 
tissues with the aim to identify novel pathogenic mutations, 5) methylation analysis of the 
HNF1B promoter.  
Immunohistochemical examination with the antibody against HNF1B was performed 
on 516 samples of tumor and non-tumor tissues. The mutation analyses included new generation 
amplicon sequencing or capture-based sequencing and were successfully performed on 400 
samples. The mutation analysis was performed on 321 samples. Our data was also compared to 
the data available from The Cancer Genome Atlas. 
The main experimental results include the following: 1) The expression of HNF1B is 
significantly higher in colon adenomas than in carcinomas. 2) Low expression of HNF1B in 
colorectal carcinomas correlated with recurrence and shorter DFS. 3) There were significant 
differences in HNF1B expression across all 4 groups of renal tumors. 4) The highest expression 




decreased with increasing grade. 5) In high grade serous carcinoma (HGSC) of the ovary the 
expression of HNF1B is generally low and higher expression was associated with 
lymphovascular invasion. 6) In prostate carcinoma, promoter methylation was associated with 
tumors of a higher T stage and higher Gleason score. 7) The total of 5 variants of HNF1B gene 
were found: 3 in colorectal carcinoma, 1 in HGSC and 1 in prostate carcinoma.  
Concerning differential diagnosis the main significance of IHC expression of HNF1B 
could be in the tumors of the kidney, especially when differentiating between chRCC and renal 
oncocytoma. Another use could be in the tumors of the female genital system, however, the 
rather high percentage of expression found in our group of HGSCs may limit its use in this area. 
From the prognostic point of view the expression of HNF1B was significant especially in 
colorectal carcinoma, where decreased expression correlated with recurrence and worse 
prognosis. When considering the involvement of HNF1B in the pathogenesis of tumors, our 
data showed that in colorectal carcinoma, HGSC of the ovary, prostate carcinoma, ccRCC and 
chRCC HNF1B may act as a tumor suppressor, while in papRCC it could work as a 
protooncogene. The part of our work dealing with epigenetic alterations is significant especially 
for HGSC, where the confirmed high levels of methylation (in accordance with literature) 
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